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CAPíTULO I 

INTRODUÇÃO 

A segunda metade do século XIX apresenta no ,campo da 
Química, duas tendências exponenciais: a) O inicio de um 
novo terreno, a Físico-Química, que partiu de uma racionali­
zação unitária de um aglomerado de conhecimentos acumula­
dos por gerações de investigadores; b) O desabrochar verti­
ginoso da Quínúea Orgânica, a qual,, passando de uma fase 
analítica, se lançou à síntese de im'm1eros compostos novos, 
hem como tratou de obter substâncias que igualassem às aces­
síveis da Natureza. 

Êste 'trabalho hercúleo, centralizando a atenção de inú­
meros laboratórios de investigação, não somente serviu de ba­
se para o desenvolvimento da Tecnologia Orgânica, mas cedo 
se espraiou e projetou sôbre um grande número de ciências 
paralelas ou correlatas. 

Com o avanço da Química Orgânica, suEts técnicas se 
aprimoraram sempre e as enonnes possibiltidades que ela pro­
porcionava, estabeleceram subsídios cada vez mais importan­
tes para novas teorias e aplicaçôes. 

O amadurecimento desta última permitiu a formação de 
uma ponte entre a ciêúcia da matéria, ou seja, a, Química, e a 
ciência da vida, a Biologia, introduzindo no domínio desta, 
nova conceituação de fenômenos básicos e diferente formula­
ção de problemas de pes4uisa e de inquirição especulativa. 

Preliminarmente, a Fisiologia, a Farmacologia, a Micro­
biologia, a Imunologia, a Patologia e tantas outras, apelavam 
de maneira crescente para informações fornecidas pela Quí­
mica Orgânica afim de formular interpretações em seu pró­
prio campo, ora lançando mão de técnicas químicas para seus 
problemas de experimentação, ora empregando substância''> 
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recentemente elaboradas nos laboratórios de ,investigação. 
Estruturou-se, então, uma "Quimica Orgânica .de produtos 
naturais", e já no início do presente .século, surgiram as pri­
meiras cadeiras universitárias de Química Fisiológica, ou se­
ja, Química apfica.da à Fisiologia. Êste novo setor passou 
também a ocupar-se dos grandes problemas da Nutrição, cul~ 
minando com a conceituação e estudo das vitaminas, dos ami­
no-ácidos e ácidos graxos essenciais, da calorimetria e energé­
tica dos alimentos, da essencialidade nutriciona1 de substâncias 
minerais etc. 

Ao lado desla, a Química Fisiológica incluía o desenvol­
vimento de um novo cmnpo oriundo, primeiro, da curiosida­
de, depois, da <investigação científica dos clínicos e dos pato­
logistas: a Análise, mais ta.rde, Química Clínica. Esta conse­
guiu um desenvolvimento vertiginoso, notadamente nos três 
priineiros decênios dêste século, a pa11tir ·do aparecimento da 
técnica de dosagem de glicose de Bang (1), mostrando-se uma 
especialidade utilríssima às pesquisas e para o exercício práti­
co da Medicina. 

O corpo básico da metodologia .da Análise Clínica ficou 
já consolidado entre 1915 e 1930 (2), embora modernamente 
novas técnicas de análise t·enham surgido, tais como a el.etro­
forese, fotometria de chama, emprêgo de agentes quelantes 
etc., prevendo-s·e, com certeza, uma aplicação mais extensa 
também ·da cromatografia. 

Da Análise Clínica, lentamente se passou a estruturar 
um ramo mais amplo, a Química Clínica Patológica, ou seja, 
a Química Biológica aplicada à Clínica e à Patologia. 

À medida que a Bioquímica trazia à luz conhecimentos 
se_mpre rnais amplos, e que mais harmonizavam entre si, .sô­
bre os processos químicos como base para a realização dos fe­
nômenos vitais, o clínico ·e o patologista achavam ali uma fon­
te rica .de infornrações para a interpretação de múltiplas ob­
&ervações patológ.icas, até então obscuras e destituidas de ex­
plicação satisfatória. 

Hoje alé existem, nos currículos de ensino médico, 
discjplinas e cadeiras independentes, notadamente nas univer­
sidades européias, de Quhnica Patológica, perf·eitamente dis-
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tintas da cadeira básica .de Química Biológ,ica e integradas no 
ensino clínico o 

A Química ·denominada Fisiológica, fundada pelos anti­
gos nles.tres, como F o G o Hopkins e Chittenden, Knoop e Ab­
derhalden, tomou também novas características além de sua 
liberação da Química Patológica (3-5) o 

Ao par da eons.i<leração de probLemas nutricionais, ela 
foi paulatinamente deixando de constituir uma simples apli­
cação à Fisiologia o O estudo que se desenvolveu sôbre o me­
tabolismo intermediário, de início rudimentar, consistindo 
principalmente da separação e identificação de substâncias tí­
picas, a par f r de sistemas biológicos (Bioquímica Estática), 
passou a procurar funções das mesmas, sua origem e destino 
dentro do próprio ser vivo e suas relações com outras subs­
tâncias o 

Especialmente de 1930 até nossos dias, es-tabeleceu-se a 
inv•estigação real e intensiva do n1:etabolismo intermediário, 
que sofreu impressionante impulso nos úUimos quinze anos, 
<.:om aplicação de novas técnicas, em particula·r de isótopos 
marcadores, c1oon1atografia, respirometria, centrifugação fna­
óonada dos componentes celulares, etc o 

A afirmação de que a.inda hoje a Bioquímica seja um ra­
mo da Fisiolog~a é perfeitamente absurda, e demonstra des­
conhecimento da natureza e finalidades daquela o Tanto a me­
todologia desenvolvida, como a linguagem usada e a proble­
mática atual desta nova ciência são tão difere1ües das da Fi­
siologia, que não mais se admite fal<a·r em Quimica Fisiológi­
ca, uma ciência restritamente aplicada, mas sim em Bioquí­
mica, com eorpo e estrutura distintamente próprios o E se 
em nossos dias contemplarmos o panorama extenso desta, ve­
rificaremos que os problemas de Nutriçãü foram relegados a 
outros planos; que a Química Orgânica de produtos nat)1ra.is, 
a chamada Bioquímica Estática, evoluíu para um "status" 
próprio, uma especialização separa·da; que surgiu um novo 
campo pela aplicação da Bioquímica ao estado mórbido, a 
Química Patológica, e para a qual deverá ser necessàriamente 
achada a devida posição no ensino clínico de nossas Faculda-
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des de Medicina, a exemp1o .do que acontece em. c·entros mais 
avançados. 

A Bioquímica atual tem agora diante de si prüblemas 
mais fundamentais e primários, nãü mais procurando resol­
ver exclusivamente assuntos de superfície que afloram pelo 
esfôrço de outras ciências biológicas ou químicas. Seu corpo 
de doutrina repousa, bàsicamente, nos .conhecimentos do Ine­
tabolismo intermediário. Em vez de questões, como o valor 
biológico das proteínas, ou a 0omposição química .dos tecidos, 
constituem seus tópicos marcmües, por exemplo, a fosforila­
ção oxidativa (6-13), a elucidação dos "marca-passos" (pa­
ce-makers) e suas concentrações críticas (10), o contrôle e a 
perturbação do "estado estávd" (steady sta•te) ·de metabóli­
tos, o mecmüsmo ·de contrôle hormonal e nervosü de siste­
mas enzimáticos (14,), a significação dos ácidos nuclêicos na 
biossíntese de proteínas (15, 16), e tantos outros de seme­
lhante repercussão. 

Dos resultados obtidos pela investigação bioquímica dinâ­
mica dos úl,timüs anos, está ·emergindo um panorama pro­
gressivamente mais unitário e .inbegra.do dos processos e das 
reações que servem como substrato material para a manifes­
tação dos fenômenos da vida de um sistema biológico. 

Ficou ·evidenciado que os mecanisnros metabólicos essen­
ciais, embüra extraordinàriamente complexos e variados, são 
exercidos por um número relaüvam.ente pequeno de compo­
nentes bás·icos, n1.etabólitos, enzimas, coenzimas e cofatores. 

A energia químiea que possibilita a um sis,~ema a real,iza­
ção de trabalho biológico, é resuJ,tado de um número impres­
sionantemente reduzido de rotas e ciclos metabólicos, entre os 
quais, certamente se põem em realce a fosfor.ilação oxidativa 
~,6"-9,13) e o "ciclo de Krebs" (10). 

Está, .agora, •em vias de ser conquistada uma idéia mais 
precisa da maneira de produção, ·transporte e utilização desta 
fnergia, e ,da localização intracelula'l.' dos diversos processos 
bioquímicas. 

Os conhecimentos dos aspectos bioquímicas relativos ao 
funcionan1'ento normal de um sistema também estão amadu­
recendo paulatinamente o bastante a ponto de poderem con-
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tribuir para uma feição nova da patologia dêstes sistemas bio­
lógicos. Esta contribuição não é comparável à fornecida pa,­
ra a Patologia, há anos, através de informações ocasionais e 
isoladas. 

Esta, esü,ibada nas lesões anatômicas e funcionais dos ór­
gãos ·e ~ecidos, incluindo o conceito de lesão celular, imperou 
na Medicina com exclusividade até quase os dias presentes. 
Só recentemente, há .mais ou menos vinte anos, R. Pderrs (3, 
~), o decano da Bioquímica inglesa, cunhou o têrmo "bioche-' 
mical lesion" a fim de indicar uma patologia em nível mole­
cular ou enzimático. 

Para exemplificar essa tendência moderna, basta chamar 
a atenção para a origem da galactosemia (17-20), formação 
de bilirubina-conjugada e patologia dos pigmentos biliares 
(21-23), porfiúria (24-26), amino-acidúrias (27), diabete 
e cetose, quem sabe a arteriosclerose e o câncer, e tantos 
outros casos, todos se reduzindo a uma insufidência enzimá­
tica e metabólica. 

Em todos êstes pontos, a Patologia não foi simplesmente 
vasculhar a Biüquímica para interpretações, mas as indica­
ções das deficiências nasceram de oorolár.ios cakados na pes­
quisa bioquímica fundamental. Deve reconhecer-se, todavia, 
que as aquisições recentes da Bioquímica pura se encontram 
ainda •em fase inicial de prüjeção sôbre os diversos ramos da 
Medicina. 

Mas, é evidente em si que, em breve, êstes campos pode­
rão, e deverão apelar sempre mais para os l'ecursos de base 
que lhes pode oferecer a Bioquímica. E' sufidente mencionar 
o vasto esfôrço de pesquisas sôbre câncer, em face da Bioquí­
mica (28--30), os recursos novos vislumbrados pela aplicação 
de· técnicas •enzimáticas à análise clínica (1, 31), a orientação 
que o conceito de antimetabólito (32, 33) ·contere a .certos se­
tores da Farmacologia, •e as novas drogas, como os análogos 
do ácido fólico, das purinas, do ácido par1a-amino-benzóico, 
os rádio-mimétioos e tantos outros que s'e inspiraram em con­
siderações do metabol.isnw intermediário. 
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1- TRANSPORTE METABóLICO DE ENERGIA QUíMICA. 

PARTICIPAÇÃO DE COMPOSTOS FOSFORADOS" 

Um dos aspectos que ocupa posição de maior reake no 
metabolismo int:ermediário é sem dúvida o que se refere à 
transferência de energia entre os ·diversos metabólitos e a 
aplicação última da mesma como trabalho celular. 

Os processos anabólicos, de sínt:ese, que ocorl'em na cé­
lula, consistem, em regra, de reações endoergônicas. A mobi­
lização desta energia química armazenada se realiza através 
de três fases capitais (10, 34), tão bem assinaladas por Krebs. 
Na primeira fase há formação de oses, amino-ácidos, ácidos 
graxos e glicero1 a partir dos glicídios, proteínas e lipídios. 
Em tal processo, apenas uma pequena parcela da Energia Li­
vre dêstes compostos é liberada, sendo utilizada exclusiva­
mente na produção de calor. Na segunda etapa verifica-se 
uma degradação parcial daquelas substâncias unitárias (em 
geral, três ou mais hexoses, glicerol, em tôrno de vint:e ami­
no-ácidos e vários ácidos graxos) de1a resultando unicament·e 
três produtos finais: acetila-coenzima A, a-ceto-gluta:rato e 
oxalila-'acetato, •dos quais o primeiro é o mais frequente. 

Nest·e afunilamento de rotas metabólicas, nem tôda a 
Energia Livre disponível é liberada. Estima-se ·esta quantida­
de em um têrço do total, sendo aproximadamente dois têrços 
aproveitados através da ·terceira fase. 

A terceira etapa consiste num único pr1ocesso, o "ciclo de 
Krebs", também denominado "ciclo dos ácidos tri-carboxíli­
cos", a fornalha comum, se assim fôr permitido dizer, do que 
restou dos compostos de pa'l:tida. 

Começando com substâncias extraordinàriamente com­
plexas, o organismo .conduz o catabo1ismo a um único proees­
so final, comum a todos, no qual se verifica o maior aprovei­
tamento de sua Energia Livre, com admirável economia 
de biocatalisadores e metabólitos intermediários. A sua lo­
ca.Jização nas mitocôndrias, a estas proporciona o papel de 
verdadeiras usina·s da comunidade eelular. 
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Uma parcela dessa Energia Livre é transferida direta­
mente ao adenosina-trifosfato, mas a maior parte, notada­
mente a que provém do "ciclo de Kriebs", é canalizada pelo 
processo de fosfor,üação oxidativa (9) . Porém, em última 
instância, o aceptor universal desta energia ainda é o adeno­
sina-trifosfato (ATP) *. Na real,idade, o importante derivado 
fosforilado da base púrica adenosina, serv·e de ponto de en­
contro comum dos processos metabólicos de oferta de energia 
química e dos de solicitação energética, quer para a síntese 
química de inúmeros intermediários ·e componentes plásticos 
celulares, quer para o exercício de trabalhos celulares. [ Con­
tração muscular (35---,---39), movimento protoplasmático em 
geral (37), condução nervosa ( 40, 41), transporte ativo de so­
lutos em secreção e absorção ( 42) etc. J 

A energia química utilizável é armazenada e transmitida 
pelo intermediário, ATP, e:m suas ligaçôes-pirofosfato, con­
forme o conceito clássico de Lipmann ( 45-47), que lhes atri­
buiu o têrmo "ligações ricas em energia", hoje universalmen­
te aceito. 

A transferência de energia, em regra, se faz acompanhar 
de uma reação de fissão do ATP. Como exemplo caracterís­
tico pode ser citada a contração muscular, durante a qual o 
ATP é cindido em adenosina-difosfato (ADP) e ortofosfato 
inorgânico (Pi) (48): 

ATP HOH ADP + Pi 

E' um típico processo de hidrólise que a rigor é executa­
do por transfêrases. Par1a a transferência, pode funciona~r, 

como aliás o faz com muita freqüência, a própria água, resul­
tan-do ortofosf a to inorgânico 1ivre. 

As enzim.as que real,izam êste último tipo de reação levam 
genericamente o nome de fosfáta~ses. Se o aceptor fôr um 
composto orgânico, a substância resultante será fosforilada, e 
não mais se falará em fosfátases, ,mas e1n cínases. 

* Nota - As· abrev,i'a,tura.s, .emprega.da<s e<ncontram-·se rda<ciona­
das na página 101. 



Fundamentahnente, as duas reações são semelhantes, va­
riando apenas o aceptor final do fosfato a ser transfer.ido. 

Por exemplo: 

R-COOH ATP + R-'CO-P ADP (49,50) 
Aóla-fosfo-cínase 

Glicose + ATP -+ Glicose - 6 P + ADP (51) 
Hexocínas•es 

GDP + ATP GTP + ADP (52) 
GDP - transfêras·e 

Através da ação das fosfátases 'e cínases há ampla forma­
ção de ortofosfato inorgâ<nioo e ésteres de fosfato inorgânico, 
os quais por sua vez, poderão liberar o ortofosfato inorgâ­
nico por ação de outras fosfátases. Explica-se assim, a abun­
dante distribuição dos compostos fosfatados e do Fósforo 
inorgânico, e a sua grande importância na eeonmnia metabó­
lica do organismo vivo. 

Um bom número dessas reações é reversível. Elas po­
dem, por sua vez, estar int:erconectadas com uma cadeia de 
outras reações também reversíveis. Em face disto, a concen­
tração do ésber fosfatado é capaz de atingir cifras criticas em 
relação às rotas metaból,icas envolvidas, orientando-as ora 
num, ora noutro sentido. 

Como aquelas .concentrações podem ser controladas pela 
atividade de fosfátases, estas chegam a •e:x!ercer importante 
papel cmno "marca-passos" auxiliares de mna ou qutra ca­
deia metabólica correspondenbe. 

A função ·do ortofosfa·to inorgânico, de seus ésteres, e seus 
anidridos com outros ácidos, desde há muito tem sido obje­
to de intensa e prolongada investigação em Bioquímica (53). 
Para tanto as técnicas foram desenvolvidas apropniadamente 
e os resultados ,dêste trabalho em muito duc1daram prohlie­
mas metabólkos bási;cos. Para ilustrar, apenas é lembrada a 
descoberta já remuta .dos diversos ésteres fosfatados da glico­
se, frutose, áddo glicérico, ácido pirúvico etc., que permitiu 
estabelecer o esquema da glicólise de Meyerhof-Embden. 
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2. -·FORMAÇÃO METABóLICA DE PIROFOSFATO 

INORGÂNICO 

Curiosamente, só em anos mais recentes entraram em fo­
co investigações que envolviam mais de perto o pirofosfato. 
Tanto co1no o ortofosfato, êsse poderia, teoricamente, ser 
transferido ou liberado em reações que .envolvessem passagem 
de energia química para üutro substrato a partir do ATP. 
Porém, apenas em 1942 foi observado que isto se verifica 
normal1mente com certa extensão no organismo vivo (54-60). 
Dalí por diante, acumularam-se as descobertas de reações bio­
químicas que envolvem_ o pirofosfato inorgânico. S·e fôsse 
possível traçar comparações, poder-se-ia afi~ma.r que estas 
ú1timas reações tendem mesmo a .sobrepassar de muito, ·em 
número e em significação metabólica, àquelas nas quais parti­
cipa sim.plesmente o ortofosfato inorgânico. 

Êste relativo atraso se .deve, principalmente, a duas ra­
zões mais relevantes: 

a) o desaparecimento do pirofosfato de sistemas bioló­
gicos mais complexos pela presença de enzimas hidroLíticas, 
as pirofosfátas·es inorgânicas, que o transformam em ortofos­
fabo inorgânico, evitando, pois, sua acumulação; 

b) a falta, por muito tempo, de técnica apropriada para 
detectar e determinar quantitativamente o pÜ'ofosfato inorgâ­
nico liberado, ao lado do ortofosfato inorgânico. 

As tentativas anteriores consistiam somente em observa­
ções ocasionais e isoladas, usando métodos bastante comple­
xos e imprecisos que não permitiam um estudo sistemático e 
extens·o. 

ünicamente o advento da cromatografia permitiu obser­
var, em larga escala, que o pirofosfato inm"gânico realmente 
se pode produzir e acumular em sistemas biológicos. Solven­
tes e condições apropriados foram exaustivamente desenvoLvi­
dos para separar por cromatografia ·em papel e em coluna, não 
apenas o ortofosfato, pirrofosfato, polifosfatos e metafosfatos 
entre si, como também, concomitantemente, seus ésteres deri-
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vados, assim como os nucleotidios que os contêm, e cuja pre­
sença pode impedir a dosagem mesmo grosseira do pirofosfa­
to (61). 

Uma determinação quantitativa mais ,ex:ata, ao lado do 
mtofosf.ato, foi desenvolvida há poucos anos (62), e somente 
então, tornou-se possível a expl,oração mais apropriada dêste 
tópico. 

Tem-se ver,ificado que, embora o pirofosfato inorgânico 
resulte de um grande número de processos bioquímicas, êle se 
acumula apenas em casos isolados. 

Em bactérias, levedos, algas ,e animais inferiores, porém, 
pode ser observada a formação de pirofosfato, bem como de 
metafosfatos e polifosfatos em apreciáveis quantidades (63). 
Atribuem-se a êstes verdadeiros depósitos, funções metabóli­
cas (por exemplo, de reserva energética), particulares daque­
ies sêres. Mas, nos animais superiores não foi possível, até o 
presente momento, demonstrar acúmulo de poJ,ifosfatos "in 
vivo". 

Experiências "in vitro" realizadas nos últimos dez anos, 
nas quais a atividade de pirofosfátases prejudiciais era elimi­
nada, estabeleceram que em um ,enorn1e número de reações 
de alta importância bioquímica há formação transitória de pi­
rofosfato inorgânico, o qual, em regra, é metabolizado com 
rapidez. 

À luz dos conhecimentos atuais, o pÜ'ofosfato inorgânico 
resuHa normalmente, de reações nas quais participam nu­
cleosí,dlo-trlfosfatos ou fosfo-ribose ativada, dos quais pro­
vém. Dêstes nucleosídio-tnifosfatos, '0 mais freqüente doador 
·de pirofosfato inorgânico é certamente o ATP. Tal, provàvel~ 
mente, se deve ao fato de ser êste co,mposto reserva, interme­
diário ("carrier") de energia química, aquêle mono-nucleotí­
dío que foi bem estudado e conhecido por mais tempo. Há 
oito anos, porém, Leloir lançou novo conoeüo básico, em face 
de bela evidência experünental, segundo a qual outros mono­
nucleotidios apresentam importantes funções con1.o coenzi­
mas (54-66). O seu grupo estudou especialmente, os deriva-
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dos da uridina, aos quais foram a~dicionados logo, outros nu-· 
deotídios, derivados da guanosina, citosina, inosina etc. O 
papel bioquhnico dêstes nucleotídios embora objeto de inten­
sa investigação, não foi perscrutado ·em tôda a sua extensão. 
Por isso, talvez, o número de processos conhecidos de produção 
de pirofosfato inorgânico, que envolvem o ATP, é, presente­
mente, muito maior do que no caso dos demais mono-nucleo­
tidios. 

A reação de cisão ·do ATP em foco, consiste num processo 
de transferência da parcela nucleosídio-monof.osfato a acepto­
res diversos, liberando-se o pirofosfato inorgânico (PPi). Há 
re::tçõe.s, porém, ·em que existe um aceptor de pirofosfato resul­
tando então, ao lado .do nucleosídio-monofosfato em questão, 
um composto pirofosforilado. 

K,ornherg postula um ataque nucleofí1ico sôbre o nucleotí­
dio por parte do aceptor (67) (Esquema n.0 1). 

Que o ataque se verifica sôbre o primeiro átomo de Fós­
foro e não sôbre o intermedá,rio, ficou ilustrado, como bem 
apontou Kornberg (67), pelas experiências de Boyer, Eoeppe 
e Luchsinger (68), ao examinarem. com QlS a reação de ati­
vação do acetato pela adenila-cínase de Berg (69-72) . 

As enzimas que catalisam êsse tipo de processo denomi­
nam-se nucleosídio-,monofosfato-transfêrases. Naqueles .ca­
sos em que a enzima forma provadamente um complexo in­
lennediário cmn o nucleotídio, supõe-se que ü mecanismo de 
ataque .seja semelhante (73-75). 

Êstes estudos são auxilia·dos, bàsicamente, pela observa­
ção de. "exchange reactions" dos nucleotídios com P 32P 32 (pi­
rofosfato radioativo), tipo de técnica de tão larga aplicação 
no estudo bioquímica ·dos nucleotídos em geral. 

De acôrdo com o aceptor do nucleosidio-,monofosfato, os 
processos de formação de pirofosfato inorgânico podem ser 
distrilmidos em vários grupos, a serem descritos resumida­
mente a seguir: 
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A) ACEPTOR: H 2 0. 

Existe uma ATP-ase que h:i,droHsa o ATP até a·denosina 
- 5 fosfato (AMP) e pkofosf.ato (76) . Esta enzima interes­
sante, cujo papel desempenhado ainda é obscuro, foi isolada 
en1 semeiil de touro (77) : 

ATP + AMP + PPi 

B) ACEPTOR: OUTROS NUOLEOTíDIOS. FORMAÇÃO 

DE DI-NUCLEOTíDIOS COM PONTE P-0-P E DE OUTRAS 

CO ENZIMAS 

Um grande número de transfêrases de nudeosídio-mono­
fosfato permitem. obter di-nucleotídios, de extensas funções 
metabólicas . 

Piridina-Nucleotídios. 

F oi revolucionária, em seus dias, a descoberta de Korn­
berg referente à formação -enzimática do di-fosfo-piridina-nu­
deotídio (DPN) (58, 59, 78, 79) . Êste oomposto, hem como 
o seu derivado, o 2 fosfo-DPN, ou seja, TPN, são coenzi­
mas essenciais da maior parte das reações enzimáticas que en­
volvem desidrogenação ou hidrogenação, isto é, reações das 
quais participam desidrogênases. 

Através dos pir.1dina-nucleotidios, 1111c1a-se o transporte 
do Hidrogênio de substratos até ao Oxigênio molecular a fim 
de sintet.izar água, percorrendo a cadeia de fosforilação oxi­
dativa. 

Êstes di-nudeotídios servem, no caso da·s reações de oxi­
reduções acopladas (10), como ·depósi:to temporário de ener­
gia química, ao la.do ·do ATP, constituindo uma espécle de 
curto circuito de transferência energética. O DPN deverá es­
tar presente em tôdas as células ·como componente essencial, 
participando, pràtkamente, em todos os processos metabóli-



cos de síntese ou degradação que compreendem fenômenos res­
piratórios. Nesta posição chave, as concentrações relativas do 
DNP oxidado e DPN reduzido, servem como "marca-passo" 
metabólico de ampla repercussão (10). 

Kornberg conseguiu isolar do "pó de acetona" de fígado 
nma enzima que realiza a seguinte reação: 

N"YIN + A'I1P +------+- DPN + PPl 

Nicot-Rib-P + P-P-P-Ri,b-Aden +-+ Nicot-Rib-P-P-Rih-Aden + PPi 

E' uma reação reversível,, na qual se observa uma piro­
fosforólise do DPN. Fica evidente que a concentração perma­
nente do pirofosfato influencia a intensidade de formação do 
DPN e portanto, indiretamente, os processos metabólicos de­
pendentes dêste último. 

Flavina-Nudeotídio. 

O flavina-adenina-dinuc1,eotidio (FAD) ·difere do DPN 
somente em ter substituído a nicotinamida (vitamina B5) por 
ríboflavina (vitamina B2) . Metabolicamente, o papel preen­
chido pelo FAD não é tão amplo cmno o do DPN; mas tam­
bém participa do sistema enzimático de forforilação oxidativa 
e funciona como intermediário, no transporte do Hidrogênio 
em geral, recebendo-o do DPN reduzido. Poderá mesmo, ser 
aceptor dketo de Hidrogênio a par,tir de alguns metabólitos, 
notadamente ·do ,sucinila-CoA, e na primeira desidrogenação 
de acilas-CoA. Esta última reação coloca o F AD entre os com­
ponentes essenciais do sistema enzimático que degrada os áci­
dos graxos. 

A sua síntese iguahuente ubíqua, é semelhante à do DPN 
(80): 

RVIN + F1\<D + PPi 

Flav-Rib-P + P-P-P-Rib-Aden -<--+ Flav-Rib-P-P-Rib-Aden + PPi 
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Também êsle processo é reversivel, devendo novamente 
ser acentus.da a importância cinética da concentração atual 
do PPi. 

Coenzima A. 

De ano a ano são descobertas outras participações dêsre 
nucleotídio em processos metabólicos. A maior pade das 
chamadas "reações de ativação" de substâncias carboxiladas 
(ácidos graxos, ácido nicotínico, ácido eólico, ácido benzóico, 
etc. ) consistem em combinações com aquêle derivado sulfi­
drado do ácido pantotênico. E a metabolização destas subs­
tâncias, pelo .menos em maior parte, ini:cia-se obrigatoriamen­
te através dêsse primeiro estágio de ativação. 

Uma série de trabalhos, começando .com 'OS de Lipmann 
é colaboradores (81), permitiu estabelecer o roteiro ·de síntese 
do importante nucleoUdio: 

Pa·ntoteína-P + P..:P-P-Riib-Aden -<---+- Pantoteína-P-P-Rib-Aden + PPi 

I 
t 

+ ATP 

( •CoA- SH ) Pantoteína-P-P-Rib-Aden 
l 
P + ADP 

Mais uma vez .o pirofosfato .inorgânico participa de ma­
neira fundamental na formação reversível de um. componen­
te ess·encial do n1etabolismo de qualquer sistema biológico. 

C) ACEPTOR: OUTROS METABóLITOS FORMANDO 
NlTCLEOTíDIOS DE GLICíDIOS (ATIVAÇÃO) COM 

PONTES P-0-'C. 

Em 1950 tiveram início os brilhantes trabalhos do grupo 
de Leioir de Buenos Aires, em. tôrno dos ·uridina-nucleotí­
dios (64) . Investigações subseqüentes (por •ex.: 65, 66, 82, 
83), demonstraram o papel ex·ercido por estas substância;s, no 
metabolismo dos glicídios: por exemplo, na conversão da ga-



-24-

lactose em glicose, na síntese de s:a.carose, trehalrose e outros 
holosídios a partir de oses, na formação do ácido glicurônico 
a partir da glicose, na formação da glicosamina e da galacto­
samina e sua metabolização até a incorporação em osídios su­
periores ("mucopolissacarídios", quitina) etc. 

Em todos êstes processos, as oses não parti·cipam direta­
mente, mas reagem "ativadas", combinadas com um uri-dina­
nudeotídio. Na realidade, ·são transferidas dos últimos para 
outros aceptores ou sofrem modificações prévias, sob forma 
de osídios do nucleotídio em foco. 

Ao lado da uridina, também são conhecidos outros nu­
deofí.dios derivados da gua.nosina [ guanosina-difosfo-manose 
(íH, 85) ], da citosina [ citosina-difosfo-colina, (86), citosina­
difosfo-colamina J, de funções bioquímicas estabelecidas. 

A ur.idina-difosfo-glicose (UDPG) é resultante da ação de 
uma transfê.rase que age sôbre o uridina-trifosfato (UTP) 
(87, 88), sendo aceptor a glicose-1 fosfato. 

UTP + Glicose-1 P +---+ UDPG + PPi 

O UDPG pode, por sua vez, ser transformado enzimàti­
camente, em uma série de derrivados. Entre êles sobressai o 
uridina-difosfo-ácido-glicurônico (UDPGA) (89), que é a co­
enzima que permitirá o acoplamento do ácido glicurônico (82, 
90) com fenóis, ácido niootínico, bilirubina l-ivre (23) etc., 
através da ácido-giicurônico-transfêrase. 

O LTDPG pode :;er transformado, por inversão tipo Wal­
den, em uridina-dif osfo-galractos-e (UDPGal) (91), eventual­
mente dando origem a uridina-difosfo-glicosamina (UDPGam) 
e. uridina-difosfo-galactosamina (UDPGalam) . Todos êstes 
compostos desempenham o papel de fonte dos metabólitos 
conjugados quando são incorporados em osídios biologirca­
meiüe importantes. 

Também o guanosina-lrifosfato (GTP) (86), e o citosina­
trifosfato (CTP) (92), são substratos para reações de transfe­
rência análogas às ilustradas acima. 

Vê-se, pois, que o pirofosfato inorgânico participa de pro-
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cessos n1.etabóHcos chaves reversíveis, em cuja .eficácia poderá 
influir com sua concentração local. 

D) ACEPTOR: ÁCIDOS GRAXOS E AMINO-ÁCIDOS. 

PROCESSOS DE ATIVAÇÃO, COM FORMAÇÃO DE 

PONTES P-0-C. 

Ácidos Graxos. 

Tanto ü grupo de Lipmann (93-95), como o de Green 
(96), haviam verificado há poucos anos, que a ativação de 
áddo acético pela coenzima A (CoA-SH), precedendo a sua 
degradação o~idativa, requeria, num processo reversível, ATP, 
o qual viria posteriormente a se deg,radar em AMP e PPi: 

CH3 -COOH + CoA-SI-I + ATP +---->- CH3 •CO~S_,CoA + AMP + PPi 

Tal esquema não esclarece adequadamente o modo de 
participação do ATP. Evidência experimental, relativamente 
convincente, indica que o processo se realiza en1 dua,s etapas, 
com a formação intermediária de um anidúdo do ácido com 
AMP, um acila-AMP; ês.te, por seu turno, reage diretamente 
com CoA-SH: 

CH 3 -COOH + ATP +-+ ClH 3 -CO-AMP + PPi 

t CoA-SH 

+ 
CH3 -CO-S-'CoA + AMP. 

De fato, ü ácido em presença de ATP, mesmo se:m CoA­
SI-I, dá reação de hidroxamato com hidroxilamina, hem como 
nestas mesmas condíções se. ver.ifica "e~change reaction" en­
tre ATP e P 32P 32 radioativo (69, 72, 97). 

A transformação dos ácidos graxos superáores em acila­
S-CoA também exige a presença de A TP, que se transforma 
em AMPe:PPi (98, 99), sendo admissível que intermediària-



mente se formem acilas-AMP. 
Há indicação experimental de que tal acontece na ativa­

ção do butanóico (1 00) e do octanóico (101), e sem grande 
temor de ôrro, podemos sugerir que êste processo é gemi. 

Fenômeno semelhante se observa com o ácido benzóico 
(102, 103) durante a síntese de ácido hipúrico e outros deri­
vados a serem excretados, e com o ácido eólico (104, 105) pre­
cedendo à formação dos ácidos glicocólico e taurocóhco. 

A ativação -dos ácidos graxos é essencial quer para a sua 
esterif.icação, quer para encetarem a rota de degradação oxi­
dativa até acetila-CoA, fragmento de dois carbonos que de­
semboca no "ciclo de Krebs". 

Estas reações de grande vulto quantitativo na economia 
de um sistema biológico tem seu início marcado, como ficou 
evidente, pela produção também apreciável -de pirofosfato 
inorgânico. 

Pode ser mencionado nesta altura, outro aspecto quP t:;-n­
volve uma das fases de biossíntese da Coenzima A. O iicido 
pantotênico é um dipeptídio, fomnado a partir de B-a•lanina e 
ácido pantóico; neste caso é exigida a presença de ATP, que 
termina por cindir-se ·em AMP e PPi (105, 106). 

Foi v-erificado que a "·exchange reaction" entre ATP •e 
P 32P 32 é dependente de ácido pantóico e não de E-alanina, 
sendo, portanto conclusivo que aquêle é o reagente que passa 
por uma fase intermediária de ativação, por influência do 
ATP. 

Amino-Ácidos. 

Mas êste fenômeno não abrange sàmente os nucleotídios 
·ou os ácidos carhoxílicos. Até o presente não foi possível elu­
cidar adequadament-e o mecanismo bioquímico pelo qual os 
amino-ácidos são ordenados e combinados pa•ra formar ma­
cro-moléculas de polipeptidios e proteínas. 

Constituíram um pass-o marcante neste sentido ,os traba­
lhos do grupo de investigadores de Boston, sob inspiração de 
F. Lipmann ( 46, 72, 107 - 109) . Observaram pela reação do 
hidroxamato, que extratos enzimáticos do sobrenadante (que 
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Hoagl1and et al. denominaram "fração pH 5") podem "a-tivar" 
amino-ácidos, com ATP presente. O J)lroduto resultante, ao 
lado de PPi inorgânico, foi identificado como sendo um mni­
no-acila-AMP: 

R ... CH-COOH + ATP ~<--+)> R-CH-CO-AMP + PPi 

i I 
NH 2 NH 2 

Sabe-se também que esta a:tivação prévia é essencial para 
a formação de polipeptídios pelas microsomas (110) . Neste 
processo não há participação de CoA-SH, ao contrário do caso 
anterior. A reação se realiza diretamente entre os amino-áci­
dos ativados com AMP: 

R1 -GH-CO- AMP + R 2 -JCH-CO- ... 

I I 
NH2 NH2 

I 
I 

+ 
R 2 -CH..1CO-... + AMP 

I 
NH 

I 
R 1 ..,CH ... CO 

I 
NH2 

Estas reações pr-eliminares introduzem qualquer síntese 
Protéica. Realizam-se, por conseguinte, em todos os sistemas 
biológicos, e é óbvio que tôda síntese protéka é acompanhada 
de produção de vultosa quantidade de pirofosfato inorgânico. 



E) OUTROS ACEPTORES. ATIVAÇÃO, COM FORMAÇÃO 
DE ANIDRIDOS DE ÁCIDO ETC. 

Sulfato. 

Foi determinado que a incorporação de radical sulfato 
em metabólitos (por ex.: na·s "Bausteine" de "mucopolissaca­
r.ídios") é precedida de um estágio de a~tivação. Toma parte 
aí, o ATP, formando-se PPi livre (111-113). Pil'ovàvelmente 
o sulfato ativado consiste de um AMP-3'fosforila-sulfato 
(114). 

Processo análogo parece verificar-se com selenato (115) . 
O mesmo foi sugerido para a a:tivação de nitratos, cloretos, 
transporte de frag,mento de um Carbono independentemente 
de ácido tetra-hidro-fólico, fenol:l'tos etc. (67). 

Metionina. 

Uma ativação não carboxílica da me.tionina foi ·descober­
ta, há poucos anos, por Gantoni (116-118). Esta é essencial 
nas reações de transferênc.ia de radicais metila, dos quais a 
metionina é o ·doador por excelência. Is:to se verifica nos pro­
cessos metabólicos de metilação como os de formação de co­
lina, metila-h~stidina, sarcosina e betaína, adrenalina etc. 

Na ativação da metionina resulta, com a presença de 
ATP, o intermediário S-adenosila-metionina, além de ortofos­
fato e pirofosfato inorgânicos. Nota-se que no composto ati­
vado o ATP perdeu 'todos os seus J:"adicais fosfatos e o átomo 
de Enxofre da metionina encontra-se diretamente ligll'do à ose 

·do nucleosídio. 

CH3 NH 2 

I I 
Adenina - Rib - S - OH2 -CH 2 - CH- COOH 

+ 
Citrulina. 

Recentemente, uma série de descobertas complementaram 
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as reações intermediárias do ciclo clássico da uréia, formula­
do por Krebs, já em 1932 (119). 

Assim, a aminação de citrulina, para forinar a,rginina, 
requer a presença de ácido aspártico (120) . Na realidade há 
formação .intermediária de arginino-sucinato, sendo doador 
de fato do grupo amino, ü ácido aspártico, que será regenera­
do pelo ácido oxalacético por transaminação. 

A formaçãü de arginino-sucina,to partindo da citrulina e 
do ácido aspártico, sómente se realiza com a pres•ença de 
ATP, que no final da reação s·e desdohra em AMP e PPi. 
Sugere-se a produção inicial de um citrulina-AMP, o qual se­
ria desdobrado pela ação do ácido aspártico (67) (Esquema 
n.0 2). 

F) ACEPTOR: NUCLEOTíDIOS, COM FORMAÇÃO DE 
ÁCIDOS NUCLÊICOS E POUNUCLEOTíDIOS. PONTE 

C-0-P-0-C. 

Um campo bioquímico que atualmente desperta extraor­
dinário interêsse é o que investiga o papel metabólico exerci­
do peLos ácidos nuclêicos. A sua importância é motivada pela 
participação essencial, que têm ·em um número variado de fe­
nômenos biológicos, como por exemplo, nos mecanismos de 
her·editariedade genética, de ação e formação de virus, de evo­
lução do câncer, de biossíntese protéica. 

Indiretamente, o tópico de fato subjacente aos demais 
consiste na formação ·da molJécula de proteína. Nessa, a pre­
sença do ácido nuclêico é imprescindível, sendo-lhe atribuída 
uma função de matriz olrientadora e ordenadora na estrutura­
çã:o da .cadeia polipeptidica. 

Para a ·elucidação dêste problema, bem como dos demais 
ligados aos importantes metabólitos que são os ácidos nu­
clêicos, a descoberta dos processos de biossíntese dos mesmüs 
é um passo inicia1. 

Bem recentemente, dois laboratórios, o de Ochoa e o de 
Kornberg, lançaram, independentemente, as primeiras résteas 
de lnz sôbre êste tópico. 

O primeiro obteve uma síntese "in vitro" de ácido ribo~ 
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nuclêico (RNA), partindo de difosfo-nucleotídios, atravé.'l de 
uma polinucleotídio-fosforílase (121-124). Ês:te estudo foi 
amplamente confirmado por -outros (67, 125-128). 

Kornberg obteve uma ·enzima purificada que realiza a 
síntese de ácido desoxi-ribonuclêico (DNA) (67, 129, 130). 
Neste processo foi necessário usar como substrato, trifosfo-. 
rmcleosídios, sendo insuficientes -os difosfo-compostos. A en­
zilna nêste caso não é uma fosforílase, mas uma polinuc1eotí­
dio-pirofosforílase. Os substratos ensaiados foram os trifos­
fatos de timidina (TPPP), desoxicitidina (CPPP), desoxigua­
nosina (GPPP) desoxiadenosina (APPP), sendo necessária a 
presença simultânea dos quatro .desoxinucleosídio-tr,ifosfatos,. 
bem como do ion Mg++ e de "primer" de DNA, (de origem 
animal, vegetal ou de virus), presóndindo-se porém de ATP. 

A reação pode •ser esquematizada pela seguinte equação: 

n (TPPP + CRPP + GPPIP + APiPP) + iDNA -<( > 
--<( IDNA (TP..!OP-GIP-AP) + 4 n PPi 

Vê-se que o processo é reversível, e que é formada mna 
enorme quantidade de pirofosfato. 

Considerando que um número muito grande de molécu­
las ·de nuc1eotídios são incorporados em uma só molécula de 
DNA, haverá uma liberação de x moles de pirofosfato para 
cada moi de DNA sintetizado. 

Kornherg verificou ainda que concentrações mais eleva­
das de pirofosfato (10-3M), no meio, tornavam o processo 
deslocável no sentido inverso. Isto ·sublinha a importância 
exercida pela concentDação local de pirofosfato e sua metabo­
lização -subsequente, em face de mais êste processo bioquím~­
co básico e de todos os outros dêle dependentes. 

G) REAÇõES COM FOSFO-RIBOSE-PIROFOSFATO E 

COMPOSTOS NITROGENADOS (BASES PúRICAS E PIRI­

MíDICAS, GLUTAMINA). FORMAÇÃO DE PONTE C-N. 

Existem outras reações que .contribuem para a formação 
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de ácidos nudêicos e durante as quais, r!:amhém há a formação 
de pirofosfatos. 

Os nucleotídios podem surg.ir no organismo animal atra­
vés de várias rotas: a) por degradação de ácidos nuclêicos; b) 
por reação entre bases púricas e pirrilnídicas com 5 fosfo-ribo­
sila-1 pirofosfato; e c) por neoformação a partir de 5 fosfo­
ribosila-1 pirofosfato. 

Nas duas últimas rotas surge secundàriamente pirofosfa­
to inorgânico. 

A biossíntese dos nucleotídios derivados de bases pirimí­
dicas 'inicia-se pela formação de ácido orótico. Êste se conden­
sa com 5 fosfo-ribosila-1 pirofosfato, resultando orotidina-5' 
fosfato. 

A descarboxilação do orotidina-5' fosfato produz uridi~ 

na-5' fosfato (UMP), ·do qual derivam os demais nucleotídios 
que incluem bases pirimídicas (131-132) (Esquema n.0 3). 

O pirofosfato inorgânico aqui se encontra participandn 
em mais outro processo reversível, no qua1 resulta um com­
posto chave para um grupo de metabóli,tos essenciais. 

Vários laboratórios trabalharam extensivamente n~ sín­
tese de nucleotidios derivados de bases púricas. Foi vr;rifica­
do de início que o or1ganismo consegue recuperar diretamente 
as bases púricas (133-138), condensando-as com f) {osfo-ribo­
sila-1 pirofosfato (139-141): 

Adenina P-P-Rilb-P +---~ A.denina-Rib-P pp 

Os dois grupos que maior .contribuição trouxeram para 
a elucidação da neoformação dêstes nudeotídios, foram os de 
Greenberg (142-145) e de Buchanan (146-149). 

Ficou evidenciado por êstes pesquisadores que o organis­
mo não sintetiza previamente o núcleo púrico para depois 
transformá-lo num nucleosídio, mas a biossíntese parte do 
composto já mencimiado o 5 fosfo-rribosila-1 pirofosfato, sô­
bre o qua·L é construído o núcleo heterocícl.ico do nucleosídio­
monofosfarto. 

Verificou-se que o pr.imeiro passo nesta sí,tese .consiste 
na reação entre a fosforihose ativada e a glntanüna, resultan-
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do a 5 fosfo-ribosilamina, ácido glutâmico e pirofosfato (150) 
(Esquema n.0 4). 
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A fosfo-ribosilamina servirá como ponto de partida para 
a formação dos núcleos .da purina ,com auxílio de glkina, 
fragmento de um Carbono, glutamina, C02 , ácido aspártfco 
e ATP. 

Todavia, processos semelhantes para os desoxinucleotí­
dios, partindo, por exemplo de 5 fosfo-desoxi-ribose-1 piro­
fosfa.to, não puderam ser descobertos até a presente data. 

Deve chamar-se a atenção para o fato de, na 1sintese dos 
ácidos nuclêi.cos, pelio menos em duas fases, :isto é, ao tSe for­
marem os nucleotidios, como vtimo.s aquí, e na .condensação 
dos mesmos para polinucleotídios, como des.crito mais aoima, 
haver produção abundante ·de pirofosfato. 

H) A PARTIR DE ORTOFOSFATO. 

Finalmente, Roche e seus colaboradores (151-154) comu­
nicaram a interessante obtenção "in vitro" de apreciáv,el quan­
tidade de pirofosfato inorgânico a par.tir de orrtofosfato inor­
gânico, utüizando uma preparação enzimátka de pirofosfá­
tase intestinal. Mas até a presente ,data, êste achado não foi 
confirmado por outros laboratórios, hem como carece de in­
terpretação termodinâmica adequada . 

3. - METABOLIZAÇÃO DO PIROFOSFATO 

No subcapítulo anterior, foram delineados ràpidamente 
os processos enzimáticos observáveis em animais superiores, 
que conduzem à liberação de pirofosfato inorgânico. 

E' perfeitamente plm1síveli, em vista da extensão dêsse 
tipo de reaçôes e da evolução acelerada da investigação bio­
química, que novos mecan:i,smos de produção de pirofosfato 
sejain descobertos em futuro próximo. 

Tais reaçôes levam ,concomitantemente à biosíntese de 
uma plêiade de compostos, essenciais na engrenagem bioquí­
mica da célula: 

a) Uma série de ,coenzimas, como as que colaboram em 
reações de oxi-redução (DPN, TPN e FAD); a coenzima A, 
imprescindível nos processos de ativação de compos,tos car-
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boxilados, os nucleotídios (derivados da uridina, guanosina e 
eitidina), que possibilitam as reações de transgllicosidação e a 
interconversão .de oses e de derivados (UDPG, UDPGA, 
UDPGal, UDPGam, UDPGa,lmn e derivados) e a síntese de 
fosfolipídios (CDP-colina e CDP-colamina). 

b) Compostos ativados, tais como ~mino-ácidos, ácidos 
graxos e outros áoidos ·carboxüados (constituindo isto o pri­
meiro passo em· sua posterior nietabolização), bem como sul­

, fatos, metionina, e a citrulina' no ciclo da uréia de E.rebs. 
c) Nucleotídios em primeira fase, e, posteriormente, po­

linucleotídios, ou sejam, ácidos nuclêicos. 
Vê-se que êstes mecanismos dominam largos campos 

do metabo1Jismo ~ntermediário: 
biossíntese de oses ,seus derivados e osídios; 
biossíntese de proteínas; 
bioss:íntese e degradação de ácidos graxos; 
hiossíntese de fosfolipídios; 
biossíntese de ácidos nuclêicos. 

São, em maior parte, processos anabólicos e quimica­
mente reversíveis, dependendo então, a sua realização eficien­
te no sentlido de síntese, do afastamento adequado dos produ­
tos de reação. 

Naquelas reações onde há marcado acréscimo negativo 
de Energia Livre (~G), e que, portanto, se realizolt com 
grande espontaneidade, a eliminação do pirofosfato inorgâni­
co nfi.o se tornaria obrigatória, sob ponto de vista termodinâ­
nüco, com o objetivo de guiar o processo no senbido sintético. 

Quase tôdas as reações acima estudadas são quimka­
mente reversíveis, mnbora algumas só res:tritmnente, ·e a sua 
queda em Energia Livre não é tão acentuada. Torna-se então 
ne.cessário diminuir constantemente a concentração local do 
pirofosfato, ou seja, a sua ativida·de, afim de conduzir o pro­
cesso no sentido anabó1ico. Para a execução disto, poderiam 
ser sugeridos três mecanismos: 

a) As reações estudadas também podem ser considera~ 
das· como pirofosforólises, se ·encaradas no sentido inverso. 
Por sinal, as enzimas ·Correspondentes, frequentemente levam 
o nome de pirofosforiliases. 
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E' um processo semelhante aos de fosforólise ou hidróli­
se, sendo, aí, também, o pirofosfato inorgânico usado num 
processo de cisão de outras moléculas complexas. Aliás, al­
guns autores atrribuem à pirofosforólise, ao lado da fosforóli­
se, singular importância, notadamente no caso dá degradação 
dos ácidos nucléicos, que então exerceriam também o papel 
de um imenso reservatório ·de nudeotídios fàcilmente mobili­
záveis, se assim fôr •solicitado pelo organismo. 

Pois hem, é perfeitamente .concebível que uma parcela 
de pirofosfato .inorgânico produzida em determinada reação, 
a qual momentàneamente deve prevalecer sôbre as demais, 
seja reutilizada em outros processos semelhantes que funcio­
nam, porém, em sentido inverso, isto é, de pirofosforólise. 

Kornherg chega a propor interessantes mecanismos de 
possíveis utilizações de pirofosfato inorgânico, com o fito de 
reaproveitar a Energia Livre ainda apreciável, existente no 
mesmo (67). 

h) Um outro mecanismo que pode ser suger.ido, em tese, 
é o da diminuição local do pirofosfato .inorgânico através da 
passagem do mesmo a compartimentos .subcelnliares vizinhos. 
O tema ainda não foi explorado, e provàvelmente só o pode­
rá ser após um conhe-cimento mais aprofundado do f·enôme­
no de permealidade de membranas . 

Pouco se conhece sôbre: como, e em que condicionamen­
to o tion ortofosfato, e muito menos, o ion pirofosfato podem, 
passiva ou ativamente, passar através ·de organículos mem­
branosos. 

c) Tais mecanismos, todavia, seriam acidentais, como 
pode ser vislumbrado sem maior difi.culdade. E' sugestivo, 
pois, procurar-se um processo mais geral que pevmita o con­
trôle da concentração local do pirofosfato 1inorgân:ico. ~ste é 
fornecido pela hidrólise enzimática do mesmo por pirofosfá­
tases inorgânicas. 

A Energia Livre (úG) para o processo foi determinada, 
atingindo o valor de -8,9 kcal!, num pH 7,5 (156, 157) : 

+ +-----+ 2 HPO 4 + H 6 G = -8,9 kcal. 
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Tal quantidade é perfeitamente adequa,da para impulsio­
nar as reações das pirofosforilases no ,sentido anabólico. 

E' evidente que a distribuição das pirofosfátases deve ser 
ubíqua. Em segundo lugar, é de ser esperado também, que 
existam vários tipos desta enzima, com condições de funcio­
namento ótimo as mais variadas (pH, ativação, 1nibição do 
substrato etc.), uma vez que a pirofosfátase deverá atuar em 
loca,is e ,s,ituaçôes igualmente as mais diversas. 

Realmente, desde há mais <tempo, foi possível observar 
que muitos tecidos animais, bem como plantas e microorga­
nismos, apresentam atividade de pirofosfátase. 

iFoi provado existir em bactérias (158, 159), fungos (160, 
161), levedos (162-166), plantas (164, 167-169) e diversos te­
cidos animais: fígado (170-173), r,ins, mucosa ~intestinal 

(174), cérebro (175, 176), músculo (177), osso, baço (180-
182), bem como em sôro (183, 184), eritrócitos (178, 179) e 
plaquetas (185) . 

Estas diversas pirofosfátases (ou melhor, atividades piro­
fosfatásieas), ainda não foram estudadas suficientemente pa­
ra permitirem uma classificação adequada. Os seus pH Mi­
mos, em geral,se distJ'Iibuem por qtmtro zonas (pH: 3,5 4,5, 
6-7, 7-8, e acima de 8) (cf. 186), 'enquanto outros preferem 
adotar três zonas: a ácida, a alcalina e a neutra, uma vez que 
não se observaria separação muito di,stinta entre as duas zonas 
intermediárias (173) . 

O aspecto cinético químico das pirofosfátases, tambem 
não foi investigado amplamente. Não foi aâ.staJ.izada nenhu­
ma pirofosfátase de tecidos animais e a única obtida' neste es­
tado foi isolada por Kurritz a partir de levedo (187). 

Sabe-se que, em regra, exigem como cofator o ion Mg++, 
pelo qual são ativadas (173, 188, 189) . Podem s,er inibidas 
por 'ions fluoreto e ,cálcio (173, 190), necesslitando grupos não 
b]oqueados de sulfidrilas (173, 190-192). 

4. -ATIVIDADE PIROFOSFATÁSICA NO SôRO HU­
MANO. 

Até a Presente data, a determinação das pirofosfátases do 



sôro ou. plasma sangüíneo não tem despertado ánterêsse no 
sentido de aplicação clínica. Isto, provàvelmente, se deve ao 
fato de não ter surgido técnica adequada de contrôle para a 
dosagem de püofosfato ao lado de fosfato inorgânico, no meio 
de incubação, nem razões de ordem clínica que solicitassem 
tal tipo de técnica de análise. 

Porém, são certamente justificadas as investigações sô­
bre esta enzima no terreno patológko. O reflexo clínico de 
um estudo desta natureza, evidentemente, está fora do âmbito 
do bioquímica. Contudo, o seu desenvolvimento metodo1óg·i­
co, a fundamentação bioquímica correspondente e as diretri­
zes para uma eventual valorização de ordem patológica ou 
mesmo clínica, podem ser perfeitamente indicadas pelo bio­
química, pertencendo :is:to ao seu ·campo de trabalho. Todavia 
fogem-lhe, em tése, competência e ambientação para julgar 
adequadamente uma técnica de análise ·sob o ponto de vista de 
diagnóstico, prognóstico ou odenbação de terapêutica. 

Da mesma forma, em princípio, é alheia ao clínico ou ci­
rurgião, a capacidade de avaliação crítica de um método de 
análise em si. Pode ser mesmo acrescentado, nesta a,Jitura, 
que a invasão ,indevida dos campos própr:ios de um pelo ou­
tro; são extremamente indesejáveis e perigosos, exigindo-se 
por isto mes'mo, uma colaboração mais. entrosada entre o mé­
dico e o bioquímica. 

A Enúmologia, o campo mais recente e mais dominante 
da Bioquímica, está iniciando sua aplicação prática na Medi­
cina. Além dos subsídios que vem fornecendo, 'sempre com 
maior fertilidade, para a interpr·etação etiológica, algumas de 
s.uas técnkas já são adaptadas à crotina da clínica. 

O conjunto de métodos de análise clínica foi estruturado 
bàsicamen:te mais ou menos, até 1930 (2). 

Um ramo completa1mente diferente, porém r·evolucioná­
r.io e prü1Uissor vem se ünpondo agora a êste grupo: é a aná­
l:ise enzimá Uca . 

Stewart (1), quando discute o "desenvolvimento da quí­
mica clíniéa" afirma que a "tendency of Clinkal Chemistry 
to penetrate into new f1ields of enquiry must continue as re­
s:earch :e:xtends -lhe range of póssible analysis" - indicando 
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como pdmeiro exemplo "increasing use of enzyme reactions 
both in the determinat,ion of chemical constituents of the bo­
dy and in studying the reactions which become abnormal in 
disease, with its eorollaries, the greater use of tissue biopsy 
material and ultra-micro methods of ana.]iysis". 

Ao lado do emprêgo de uréia>se ou urícas'e, na determina­
ção de seus respectivos subs·tratos, mais recentemente as pró­
prias enzimas começaram a ser dosadas, paria efeito clínico: 
UDPGal-transférase em galactosemia (20, 193-197), UDPGA­
transfêras·e e UDPG-desidro~ênase nos casos de defi­
ciência de oonj ugação de bilirubinas, como por eX'emplo, na 
moléstia de Gilhert (198). Já se tornaram clássicas as dosa­
gens de ácido-giutâmico-oxalacético-tranamínase do sôro 
(SGOT) em enfarte do miocárdio (199-204), enquanto outros 
indicam como mais >informativa a determinação da ácido-lá-. 
lico-desidrogênase (205-210) . 

Neste sentido também foram consideradas a ácido-máJti­
co-desidrogênase (209, 210), a aldólase (205, 209) e a fosfo­
hexose-isomérase (205) . 

Quanto a afecções hepáticas, foram estudadas novamente 
a SGOT (212-216) e outra enzüna semelhante, porém não en­
volvida com enfarte de miocárdio, a ácido-glutâmico-pirúvi,. 
co-transamínase (SGPT) (213, 217) . Também foi focada a 
ácido-lático-desidrogênase (207, 218) •e a aldoláse (219, 220), 
em relação a disfunções hepá<ticas. 

Não é necessário discutir a larga aplicação desde há tem­
pos, da determinação da fosfátase ácida e da fosfátase alcald­
na na clínica. 

Já em 1943, Warburg e Christian (221), l1evantaram a hi­
pótese de que no caso de neoplasias poderia haver um ex­
travasamento, ao sôro, de certas enzi,mas, especialmente do 
tipo glicolítico. Anàlogamente, •e em face do exposto acima, 
ocorre desde logo, a possibilidade de passagem também da pi­
rofosfátase à ·corrente sanguínea. Tai1 poderia surgir não sà­
mente em neoplas!Ías, mas em tôdas aquelas situações nas 
quais haja proliferação e lesionamento tecidual. 

A atividade pirofosfatásica no sôro seda mais acentuada 
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no ·Caso de afecções de órgãos caracterizados por metabolis­
mo mais ativo (por e:x:empl1o, o fígado) . 

E' notória a intensificação metabólica em teoido neoplá­
sico. Nestes a ATP-ase tecidual é elevada de nmiil:o (222, 223). 
Também a produção de ácidos nuclêicos é aumentada, com;­
tituindo isto e:x:atamente uma característica da proliferação 
neoplásica. Foi visto acima que a síntese de ácidos nüclêicos 
envolve pelo :menos, em duas fases, produção avantajada de 
pirofosfato, que deverá ser eliminado pelas pirofosfátases. 
Por conseguinte surge a possibil,idade de o tecido, ter incre­
mentada a sua atividade pirofosfatásti,ca. 

Em face disto, poderão jusHficadamente ser aventadas as 
seguintes hipóteses: 

a) existe uma superprodução de pirofosfato que se acu­
saria por um acúmulo do mesmo na corrente drcul1atória; 

b) surge uma atividade pirofosfatáslica mais acentuada, 
que se :traduz,ir,ia em taxas mais elevadas da mesma no sôro 
sanguíneo. 

O presente trabalho nasceu desta·s considerações acima 
expostas. 

O autor julgou perfeitamente justificado e ·de eventual 
utilidade clínica abordar o tópico ,sob prisma bioquímica. 

Como passo inicial se impunha desenvolver técnicas de 
determinação de p:irofosfato inorgânico e de atividade piro­
fosfatásica no plasma ou sôro. O pri1meiro a1lié a presen­
te data, ainda não tinha sido tentado e o .segundo o foi, porém, 
fora ·dos objetivos aquí :indicados. Êstes dois pontos const,i­
tuem o objeto principal ·do pres·ente trabalho. 

Uma vez estabelecidas e caracter.iza.das as ·técnicas de 
análise, deveriam ser verificadas as taxas normais, para de­
pois ·serem vasculhadas aplicações de ordem .clínica. Eviden­
temente, esta última parte escapa ao setor diretamente afeto 
ao bioquímico. 

Da mesma forma, a valorização ·clínica dêstes métodos 
abrangendo muitas ·entidades patológkas, somente poderá ser 
feita em ampla investigação estatística. 

Tal programa de pesquisa é unicamente exeqüível à base 
de um grupo de trabalho orientado neste sentido, fugindo, 
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portanto das características de mna tese individual. 
Resum!i.ndo, deverão ser expostas e discutidas nas pagi­

nas a seguir, técnicas de determinaçií_o de pirofosfato inorgâ­
nico e atividade pirofosfatásica ácida, alcalina e neutra, em 
sôro humano, além da avaliação de taxas normais cor­
respondentes em pessoas consideradas hígidas. E' feita uma 
ilustração da apliicabilidade em alguns casos pa,tológicos par­
ticularmente hepáticos, com as técnicas propostas. 

Primeiramente será abordado o tema dos métodos em­
pregados ·e do estudo daqueles a serem propostos. 

Posteriormente, no capítulo de Aplicações, serão vistos os 
dados obtidos com o uso dêstes métodos. 



CAPíTULO li 

MÉTODOS E MATERIAL 

Uesenvolvemos no presente traha.Iho métodos originais de 
dosagem de pirofosfátases ácidas, neutras e alcalinas, hem co­
mo de pirofosfato inorgânico, no sôro humano. Concomitan­
tenlente, reestudamos a ·técnica de Flynn, Jones e Lipmann, 
ampliada por Elliott, para determinação dêste último ion, à 
qual sugerimos a modifi.ca•ção que nos pareceu imprescin­
dível. 

Também é proposta nas linhas que seguem, uma opera­
ção adicional à dosagem clássica de ortofosfato de Fiske­
Subbarow, que permite simultâneamente a sua execução em 
grande número de amostras. 

iEmpr·egamos os seguintes métodos complementares de 
análise: Bilirubinas (2M, 225), reação do timol (226), reação 
de cefalina-eoles.terol (227), fosfá:tase alcal·ina (228), reação 
de Kunkel (229), P. G. G. (230), proteínas (231) . 

São descr•itas também as condições de experimentação em 
eoelhos nos quais provocamos estealose hepática através de 
administração de tetraeloreto de earbono. 

1. DETERMINAÇÃO DE ORTOFOSFATO INORGANICO 

Preferimos para o presente trabalho a técnica de Fiske­
Subbarow (232). Além de ser, ainda hoje, um proeesso clás­
Siieo, o .mesmo vem sendo usado em larga eseala tanto •em pes­
quisa, ·eomo provam publicações atuais dos mais conceHuados 
laboratÓI'ios, eomo também foi dee1arada através de recente 
inquérito internacional, a técnica para dosagem de ortofos­
fattos de maior •emprêgo ém análise clínica (233) . Entre 91 
laboratórlios de hospitais-eseolas, mais do que a metade, 51, 
Preferem o método eitado. 

O processo de Berenblum e Chain (234) é bastante mais 
sensível do que os demais (determinação até 2 tJ.g de fósforo 
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de ortofosfato). Neste o fosfomolibdato resultante é extraído 
por isobutanol, com formação posteDior de "óxidos de molib­
dênio" através de reagente redutor. Exatamente por S'er mui­
to precisa e possuir um limite de captação tã:o reduzido, es.ta 
reação não tem aplicação .corrente em análise de rotina e é 
reservada de preferêncria para problemas específicos de pes­
quisa. 

A maior parte das determinaç6es de ortofosfato baseia­
se na formação do ácido fosfomolíbdico (HsP04 .12 Moüs), 
por ação de molihdato de amomo em meio ácido 
[ (NH4) 6 Mo7 0 24 ]. O ácido fosfomoliíhdico é reduzido por 
reagentes diversos (no ·caso de Fiske-Suhharow, pelo ácido 
1 amino-2 naftol-4 sulfônico) até "azul de molibdênio" (mis­
tura de "óxidos de molihdênio" de estrutura não estabeleci­
da) que por sua vez pode ser determinado colorimetrica­
mente. 

Erros de técnica podem surgir especialmente em presen­
ça de sílica, proveniente do matenial de vidro usado, forman­
do-se intermediàriamente o ácido silicico-túngstico (H4 S:i03 .12 
Mo03 ) (235), que também é i'eduzível, em condições análo­
gas, a "óxidos de molibdênio". 

Para a apliicação do processo ·de Berenblum e Chain far­
se-iam necessárias precauções especiaris, inconvenientes em 
trabalho de rotina. Não havendo necessidade especial para 
alta sensibilidade permanecemos com o processo já consoli­
dado de Fiske-Subbarow, como segue: 

Tratar 0,5 ml de sôro com 4,5 ml de solução de ácido 
tridoro-acético a 5g por 100 ml (TCA 5%). (Para 
reagentes, vide fim da descnição). 

Centrifugar durante 10 minutos a 2.000 r.p.m. 

Pipeta r 3 ml do sobrenadante. (Para o ensaio de re­
ferência tomar 3 ml de TCA 5%). 

Adicionar sucessivamente: 
3,2 ml de água destilada; 1 ml de molibdato de amô­
nio a 2,5 g por 100 ml .de ácido sulfúrico 5 N; 
0,4 ml de cisteína (0,175 mM por ml) (facultativo); 
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- Deixar no escuro; 
- Leitura em fotocolorímetro ('Lumeüon 401A) com 

filtro de 650 'lll[L, exatamente após 7 minutos. 

Curva Padrão . 

- Tomar 1 ml de solução padrão de ortofosfato (100 
mg de fósforo por 100 ml); 

- Diluir até 100 ml com TCA 5%; 
- Pipetar em tubos diferentes: O, 2, 4, 6, 8 e 10 ml des-

ta solução e diluir até 10 mlt com TCA 5%; 

- Tomar 3 ml de cada uma destas soluções (que contém 
respectivamente: O, 6, 12, 18, 24 e 30 [Lg de fósforo 
or.tofosf órico) e ensaian sôbre os mesmos a técnica 
acima descrita. 

Nota - A curva padrão foi executada após cada reno­
vação de reagentes. 

REAGENTES: 

TCA 5% 

- Cinco gramas de ácido tricloro-acético (Riedel p. a. ) 
(OC1 3 -COOH), diluídas até 100 ml com água destti­
lada. 

Molibdato 2,5% em H2S04 5 N. 

- Diluir 67 ml de ácido sulfúrico concentrado (d= 1,82) 
(Riedel, p. a.) em 450 m] de água destHada; 

- Adicionar 12,5 g de molibdato de amônia 
[ (NH4 ) 6 Mo7 0 24 ) ] (Reagente Baker-Adamson); 

- Completar o volume de 500 ml com água destiliada. 

Reagente Redutor 

-- Pesar 20 g ·de sulfito ácido de sódio (Merck, .reagente 
analítico) , e junta r 



1 g de sulfito de sódio anidro (Baker-Adamson, re­
agente analítico) . 

- Dissolver o conjunto com água destilada, até comple­
tar 200 ml. 

- TTiturar 0,5 g de ácido 1 amino - 2 narfto~ - 4 sul­
fônico (Eastman-Kodak), em grarl com um pouco da 
solução dos sulfritos. Juntar à solução e lavar o gral 
com a mesma. 

- Deixar sedimentar e filtrar. 

Solução padrão de ortofosfato 

I 

- 4,390 g de ortofosfato biácido de potássio (KH2 P04 ) 

(Baker - C.P. ) , (secado sôhre cloreto de ,cálcio .ani­
dro por 24 horas) dissolViidas até 1 litro eom água des­
tilada (100 mg de fósforo ortofosfórico em 100 ml) . 

CURVA PADRÃO. 

Obtivemos, por exempl1o, os seguintes valôres de absor­

vência para a curva padrão: 

6 [J.g p 1,00 
12 [J.g p 1,90 
18 [J.g p 3,00 
24 ll·g p 3,95 
30 [J.g p 4,95 

Verificamos que o envelhecimento do r1eagente redutor 
permitia o seu uso a baixas concentrações de odofosfarf:o mas 
süa eficiência era reduzida com quantidades mais elevadas: 

6 [J.g p 1,00 
12 [J.g !p 1,80 
18 [J.g p 2,70 
24 [J.g p 3,10 
30 [J.g p 3,10 



. EFEITO DA ADIÇÃO DE VERSENE. 

A leitura da absorvência deve ser feita aos sete minutos 
com relativa exatidão, uma vez que a formação da côr pros­
segue continuamente (Fig. 1). Isto não permite o trabalho 
concomitante em um grande número de amostras. 

Procurl[lmos algum meio práltico que permitisse contor­
nar es~ta dificuldade. Verificamos que a adição de versene, 
uma substância de ação complexante acentuada, permite sus­
tar, temporàriamente, a reação corada. 

Em face disto, julgamos ser de interêsse, propor a se­
guinte modificação acessória da técnica de Fiske-Subbarow: 

Adicionar ao sétámo minuto exatamente 1 ml de versene 
(ácido etilena-diiamina-te:tracético), 0,1 M, pH = 7,2, à soliu­
ção. A sua côr: se diluirá :~m parte, mas em compensação, 
permanecerá estabilizada por largo tempo (15 a 17 minutos) 
permitindo operar com tranqüilidade. Num dntervalo de 25 
minutos, a variação de côr, usando versene, atinge até 2,5%, 
enquanto que sem êste reagente quasi chega a 10%. (Quadro 
n.0 1) (Fig. n.0 1). 

Pensamos ser de utilidade prática esta modifkação da 
técnica. de;: F1iske-Subbarow,. particularmente naqueles casos 
que exigem a determinação de fosfatos em grande escala, por 
exemplo, em laboratórios centrais hospitalares. 

2. DETERMINAÇÃO DE PIROFOSFATO INORGÂNICO 

As primeiras dosagens de pirofosfato inorgânico oompre-
1endiarn, em 1geral, uma operação de 1predpitação do mesmo sob 
forma de sal de metais pesados. 

Assim, foi verificado que se formam sruis insolúveis com 
nitrato de chumbo (236) a um pH = 1,6, e com sulfato de zin­
co ou cloreto de cádmio a um pH = 3,8 (237) . 

A precipitação com cloreto manganoso também foi usa­
da efici.entemente nos prrrmórdios do estudo bioquímica do pi­
rofosfato (57, 77, 238) . 

No caso da precipitação com sal de z1inco ocorre, acesso­
riamente, uma liberação de ácido (239, 240). Esta observa-
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ção permitiu estruturar uma determinação titrimétrica mui­
to prática (2M, 242), porém pouco específica. E' .convenien­
te, no caso, executar a determinação gravàmétrica em vez da 
titr:imétrica, considerando que os po1ifosf:atos fornecem, de 
um modo geral,, reação análoga, porém sem envolv·er precipi­
tação. 

QUADRO N.0 1 

EFEITO DA ADIÇÃO DE VERSENE SôBRE A ESTABILIZA­
ÇÃO DA CôR DEVIDA AO ORTOFOSFATO PELO MÉTODO 

DE FISKE-SUBBAROvV 

I 
I 

Minutos após adi- I 
ção de V ersene I 

o 

1 
3 
5 
7 
9 

11 
13 
15 
17 
19 
21 
23 
25 

I 

ABSORVÊNCIA 

Sem Versene Com Versene 

4,30 4,30 

4,35 3,90 
4,35 3,90 
4,35 3,90 
4,40 3,90 
4,45 3,90 
4,45 3,90 
4,45 3,90 
4,50 3,90 
4,55 3,90 
4,55 3,95 
4,55 3,95 
4,65 4,00 
4,70 4,00 
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Por outro lado, os polifosfatos mais complexos podem 
sofrer coprecipitação, juntamente com o pirofosfato, tornan­
do desta forma o processo impreciso para a maior parte dos 
casos. 

Uma outra técni,ca utiliizada empregava pirofosfátases 
específicas, obtidas de fígado (243), ou de levedo (77) . Êste 
método, embora exato, infelizmente é, por sua natureza, de 
apllicação limitada. Além disso, sua execução não é simples, 
como o seria de desejar para aplicação em .rotina. 

Uma terceira possibilidade é apresentada pelas restinas 
trocadoras de ions (244, 245) . Seu uso é indicado para a iden­
tificação e separação de pirofosfato ao lado de outros fosfatos 
·Complexos, inclusive orgânicos, através de eluição em gradi­
ente. Seria porém desejável, para dosagem comum, um pro­
cesso mais simplies e rápido. 

Tal possibilidade foi oferecida pelo método desenvolvido 
mais recentemente por Flynn, Jones e Lipmann (62), o qual 
permitiu um estudo mais amplo de problemas bioquímicas 
que incluem produção ou desa>parecimento de pirofosfato 
inorgânico. Vertificaram aquêles autores, acidentalmente, que 
o pirofosfato em presença do reagente redutor da reação de 
Fiske-Subbarow (ácido 1 amino - 2 naftol - 4 sulfônico 
com sulfito e ~sulfito ácido) desenvolvia lentamente uma côr 
azul-purpúrea. A formação da côr .devida ao pirofosfato inor­
gânico, era suficientemente vagarosa para permitir a dosa­
gem simultânea do or·tofosfalto inorgânko. 

A estabilização e aceleração do desenvolvimento da côr 
eram obtidas com dsteína (0,175 milimol, por ml), cuja pre­
sença não modif,icava a dosagem do ortofosfato. 

· Como a variação da côr prossegue, tanto no caso do or­
tofosfato ·como no do pirofosfato, Lipmann sugere a leitura 
da absorvência exatamente aos sete minutos, para o ortofos­
fato e aos noventa minutos, para o pirofosfato. A diferença 
entre as duas absorvências corresponde ao pirofosfato. 

A reação do pirofosfato não pode ser executada em pre­
sença de versene (ácido etilena-diamino-tetracético), que ini­
be acentuadamente a formação do composto corado. Tal fato 
foi utilizado por Elliott (246), que adicionava versene após 
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noventa minutos, inibindo assim, imediatamente o iincremento 
posterior da côr. Aquêle autor recomendava a leitura da ab­
sorvência, pelo menos dentro de dez minutos. Esta modifica~ 
ção é muito inter·essante e útil, pois permite a dosagem si­
multânea de grande número de amostras e confere, em priin­
cípio, mais exattidão ao método. 

DOSAGEM DE PIROFOSF ATO (conforme Lipmann e mo di;.. 
ficada por Elliott) . 

- Precipitar o materiaL a ser dos·ado ·com TCA 5%, de 
tal forma que 3 ml contenham de 0,1 a 0,5 micro-moi 
de pirofosfato e menos de 1 micro-mor de ortofosfato, 
inorgânicos. 
Centrifugar por dez minutos a 2.000 r.p.m. 
Pipetar 3 ml do sobrenadante. (3 ml de TCA 5% para 
o ensaio de referência) . 

- Adicionar 3,2 lll1l de água destilada. 
- Adicionar 1,0 ml de molibdato de amônio a 2,5 g % 

em H 2 S04 5 N. 
- Adicionar 0,4 ml de dsteína (0,175 milimol por ml) . 
- Adicionar 0,4 m1 de reagente redutor tendo o cuidado 

de marcar precisamente o início da reação. 
- Permitir que o desenvolvimento da eôr se faça no es­

curo. 
- Ler aos sete minutos, ( ortofosfato) em fotocoloríme­

tro (Lumetron 401A), com filtro de 650 m11-. 
- Adicionar 1 ml! de versene 0,1 M, pH = 7,2, aos 90 

1ninutos, exatamente. 
- Ler no prazo .de dez minutos (Elliott) nas condições 

acima. 

Curva Padrão. 

- Tomar 2 ml de solução padrão de pirofosfato (100 
mg de fósforo pirofosfórico por 100 ml) . 

- Diluir até 100 ml com TCA 5%. 

Pipetar em tubos diferentes: O, 2, 4, 6, 8 e 10 ml des­
ta solução e diluir até 10 ml, com TCA 5%. 
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- Tomar 3 ml de cada uma destas soluçôes (que contéin 
respectivamente - O, 12, 24, 36, 48 e ug de fósforo 
pirofosfórico) e ensaiar sôbre os mesmos a técnica 
acima descri ta. 

Nota - A curva padrão foi executada em cada renova­
ção de .reagentes. 

REAGENTES. 

TCA 5o/0 - Como na técnica para ortofosfato. 
Molibdato de amônio 2,5 g% em H2S04 5 N - Idem. 
Reagente redutor - Idem. 
Cisteína - 6,896 g de 1 (-) cisteína cloridrato (Roche), 

dissolvidas até 250 ml com água destila­
da (0,175 milimol por ml) . 

Versene O,lM, pH - 7,2 

9,505 g de versene (sal sódico do ácido etilena-diami­
na-tetracético) dissol,vidas até 250 ml com água des­
tilada. pH ajustado a 7,2 com potenciômetro Beck­
man Modêlo G, usando ácido clorídrico 1 N. 
CH2-N (CH2-COONa) 2 

I 
CH2-N (CH2-C000Na) 2 

Solução Padrão de pirofosfato 

- 7,195 g de pirofosfato de sódio (Na4 P 2 0 7 • 10 H 2 0) 
(AnaJ1ar BDH), dissolvidas até 1 litro com água des­

tilada (100 mg de fósforo pirofosfórico por 100 ml de 
solução). 

EFEITO DA ADIÇÃO DE VERSENE. 

Verificamos porém, após um exame cuidadoso, que a 
modificação de Elliott é inexata quanto ao tempo de leitura 
após a adição de versene. 

A figura n.0 2 e quadro n.0 2, ilustram a vadação da côr 
de uma so1ução de pirofosfato, tratada pelo método descrito 
acima. 
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QUADRO N.0 2 

EFEITO DA ADIÇ.Ã-0 DE VEHSENE SôBRE A ESTABILI­
ZAÇÃO DA CôR DO PIROFOSFATO PELO MÉTODO DE 

LIPMANN- ELLIOTT 

Minutos após adição 
de Versene 

o 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 

25 

Variação da côr nos 
primeiros 10 mi­

nutos 

ABSORVÊNCIA 

Sem Versene Com Versene 

5,40 5,40 

5,45 4,90 
5,60 4,85 
5,70 4,80 
5,75 4,75 
5,80 4,70 
5,90 4,70 
6,00 4,65 
6,10 4,60 
6,20 4,60 
6,30 4,55 
6,40 4,60 
6,50 4,55 
6,55 4,55 
6,65 4,55 
6,75 4,55 
6,80 4,55 
6,95 4,55 
7,00 4,55 
7,10 4,55 
7,20 4,55 

7,60 4,55 

15,6% 7,2% 
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Venfica-se então que, de fato a absorvência da solução 
com versene decresce continuamente, para só estabilizar após 
9 a 10 minutos e permanecer assim por largo tempo. 

[Como o versene é uma substância de intenso poder que­
lante de metais, parece que a reação normal é cataliisada por 
algum cation presente em quantidades mínimas. A elimiina­
ção do mesmo pelo versene inibiria o posterior desenvolvi­
mento da côr. Ou ainda, o versene agir'ia sôbre um dos re­
agentes adicionados, como por exemplo, o fosfomolihdato.] 

Propomos em face do exposto que na reação de Lipmann, 
ampliada por EHiott, a le1itura final seja feita não antes, mas 
após 10 minutos da adição de versene. Esta medida evitará 
erros inerentes ao mé.todo antigo. Pensamos que a nossa mo­
dificação apresenta utilidade em vista da lmga aplicação atual 
do processo de Lipmann. Cremos mesmo que um apreciável 
número de resultados incongruentes publkados recentemente 
se devam ao desconhecimento dês.te aspecto. Isto vem refor­
çar a iimportância da modificação da técnica original que aquí 
sugerimos. 

Obtiveram-se, por exemplo, os seguintes valôres de ab­
sorvência para curva padrão com leitura aos 90 minutos sem 
versene, .e leitura aos 100 minutos com versene (Fig. n.0 3): 

Quan:tidade de 
fósforo pirofosfórico 

12 [Lg p 
24 [Lg p 
36 [Lg p 
48 [Lg p 
60 [Lg p 

Absorvência 
aos 90 minutos aos 100 minutos 

s•em versene 

0,80 
1,60 
2,40 
3,15 
3,90 

cmn versene 

0,70 
1,30 
2,05 
2,65 
3,35 
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EFEITO DO OXIGÊNIO SóBRE A REAÇÃO. 

Dur'ante a reação observamos que a formação da côr se 
iniciava na solução em repouso de maneira não uniforme. 
Para examinar mais de perto êste aspecto e observar a even­
tual influência do oX'igênio do ar, foi ensaiado o seguinte: Em 
amostras idênticas de solução de pirofosfato foram executadas 
respectivamente, as seguintes operações: 

adicionaram-se 0,2 mli de H 2 0 2 (20 vol. ) em vez de 
água (ensaio 3) ; 
lavou-se com Oxigênio gasoso puro, por dez minutos 
(ensaio 2); 
lavou-se com Ni1trogênio gasoso puro, sob camada de 
vaselina líquida, por dez minutos (ensaio 4), 

com o seguinte resultado: 

Ahsorvência 

Ensaio 7 min. 90 min. h, 90 min. 100 min. ['1,100 min. 

I 
c/versene 

I 
1 normal[ 0,10 2,10 2,00 1,55 1,45 
2 c/0 2 

I 0,05 0,75 0,70 0,60 0,55 
3 c/H2 02 0,95 1,70 0,75 1,55 0,60 
4 c/N2 0,05 1,90 1,85 1,55 1,50 

Concluímos daí que o Oxigênio dissolvido na solução, 
poss_ui um efeito altamente inibitóóo sôbre a reação (ensaio 
2) . O mesmo foi confirmado no ensaio 3, no qual o incremen­
to (h, 100) de absorvênoia (100 minutos) foi análogo ao do 
ensaio 2. 

Por outro lado, a côr produzida no ensaio 3, aos 7 minu­
tos, poderia eventualmente ser atribuída a uma oxidação de 
cisteína; o produto formado reduziria o mol1ibdato a óxidos 
de molibdênio (azul de molibdênio). A lavagem com Nitro­
gênio (ensaio 4) e cobertura com vaselina, com o objetivo de 



expulsar todo o Oxigênio normalmente dissolvido na solução, 
não modificou sensivelmente o resultado comparado com a 
dosagem habitual. Isto vem demonstrar que normalmente 
não S·e torna imperioso usar precauções especiais quanto à 
proteção da superfície em contato com o ar. 

A experiência acima indica, porém, que a apLicação da 
reação não pode ser feita de maneira ir'restrita. 

CLORETO ESTANOSO COMO REDUTOR. 

Ainda es,tudando a técnica mais de perto, tentamos subs­
tituir o reagente original de Fiske-Subbarow por cloreto esta­
noso. Êste redutor do áddo fosfomolíhdico foiÍ originalmente 
sugerido por Deniges e constitui reagente no processo de 
Kuttner-Cohen e outros (247 - 249) . Foi também utilizado 
em téonicas não bioquímicas de dosagem de fosfatos (250). 

Neste sentido foi preparada a seguinte solução de cloreto 
estanoso: 0,2 g de SnCl2 (Riedel, p. a.) por 100 ml de HCl a 
0,5% (v/v). 

Adicionaram-se 0,8 ml desta solução, em vez de 0,4 ml 
do redutor de Fiske-Subbarow e 0,4 ml de água, seguindo-se 
no restante, a técnica descrita acima. As absorvências obti­
das estão relacionadas no quadro n.0 3. 

Com o ortofosfato a reação é imediata, como demonstra 
a leitura aos 30 segundos; a côr então varia para se estabilii­
zar temporàr'iamente aos 2 minutos, retornando a um valor 
estável aos 15 minutos. Neste caso, a absorvênóa é muito 
mais acentuada. 

Por outro lado, o p1irofosfato em pequenas quantidades, 
produz côr estável em tempo bem menor, comparado com o 
dei método de Fiske-Subharow, isto é, em 6 a 7 minutos. Mas 
a formação de azul de molihdênio nestas condições, bem co­
mo com quantidades maiores de pirofosfato, é demasiada­
mel1ite intensa desde o início, não permitindo uma dosagem 
diferencial do ortofosfato. 

Por esta razão foi necessário conservar o redutor da téc­
nica original, embora o cloreto estanoso oferecesse maior sen­
sibilidade de reação. 
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QUADRO N.o 3 

Reduç.ão com cloreto estanoso 

ORTOFOSFATO PIIROFOSFATO 

N.o 1 2 3 

Conteúdo em P 3 lhg 3 [Lg 15 [Lg 

TEMPO 
(min.) a~pós Ahsorvências 

adição de 
SnC1 2 

0,5 min. 6,20 0,10 1,55 
1,0 6,40 0,25 2,40 
1,5 6,40 0,35 2,95 
2,0 6,50 0,45 3,60 
2,5 6,50 0,55 3,75 
3,0 6,50 0,55 3,90 
3,5 6,50 0,55 4,05 
4,0 6,50 0,60 4,05 
4,5 4,20 
5,0 6,50 0,70 4,30 
5,5 4,35 
6,0 4,40 
6,5 4,40 
7,0 4,45 
7,5 4,45 
8,0 4,50 
8,5 4,55 
9,0 4,55 
9,5 4,55 

10,0 5,80. 0,70 4,60 
15,0 5,70 0,70 4,65 
20,0 5,70 
40,0 5,70 0,70 



EFEITO DA VARIAÇÃO DA SOLUÇÃO DE MOLIBDATOO 

Foi igualmente necessário examinar a infliUência do n1eio 
ácido sôbre o desenrolar da reação, tendo em vista o material 
variado a ser examinado o Para isto usar:am-se soluções de 
molibdato em água, em ácido sulfúrico 9 N e ácido sulfúrico 
5 No Os resultados obtidos encontram-se no quadro n.0 4. 

Do quadro n.0 4 podemos deduzir que a ,conservação da 
acidez é um fator importante na execução da dosagem o De­
ve-se portanto, sempre partir de fütrado ou centr'ifugado 
(3 ml) com concentração de TCA em tôrno de 5% o 

DETERMINAÇÃO SIMULTÂNEA DO ORTOFOSFATO E 
PIROFOSFATOO 

Pode observar-se no quadro n.0 5 que a presença de orto­
fosfato e de pirofosfato, um ao lado do outro não modifica 
as respectivas determinações, como em parte já tinha sido ob­
servado por Lipmann et alo A dosagem de ambos pode ser 
feita ao mesmo tempo, deduzindo da leitura aos 100 minutos 
(com versene) a de 7 minutos (do ortofosfato) para obter a 
absorvência devida exclusivamente ao pirofosfato o (Figo n.0 4). 



Q U A 'D H O N.0 4 

USO DE SOLUÇõES DE MOLIBDATO EM AGUA (I), EM ÁCIDO SULFúHiCO 9 N (II) 
E ÁCIDO SULFúHICO 5N ('I!II) . 

I ABSORVÊNCIAS 

OHTO- I I * H III 
FOSFATO I 7 mi:n. 7 min. 90 min. 24 horas 7 min. 90 min. 24 horas 
o [Lg p 9,80 
6 ll·g p I 8,60 0,70 2,40 0,90 0,25 2,45 

.I 12 [Lg p I 10,75 1,35 3,90 1,65 0,65 4,00 
G 

18 [Lg p I 11,00 1,95 5,75 2,55 0,80 6,20 >-' 

24 [Lg p I 10,75 2,70 7,70 3,60 1,10 7,70 , I 
30 [Lg p I 9,00 3,30 9,70 4,35 1,45 10,00 g 

PIRO- I ~ 
FOSFATO o 
6 [Lg P I 11,50 0,00 0,00 0,90 0,00 0,25 3,90 

.; 
c:ll~ 

12 [Lg p I 12,00 0,00 0,00 1,70 0,15 0,65 7,20 G&!l' i' c 
!!li., 

18 iJ.g p I 11,00 0,00 O,QO 2,65 0,20 0,80 10,30 
-· 1:1:' 

24 [Lg p I 10,50 0,00 0,00 3,45 0,25 1,10 13,50 o !»• ::u 
lli 

- til' Q 30 [Lg p I 11,50 0,00 0,00 4,35 0,30 1,45 17,00 'Gil !!lll 
ft'il!l~ 

* Nota - Referência: árgua. • I' 
~§< 

ll!l 
~ 
~ .. 
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Fig.n2 4 
24h 

15, 

CURVAS PADRÃO DE 
14.00 o--- o ORTOFOSFATO 

• 
~--- • PIROFOSFATO 24h 

13.00 •--- • ORTOFOSFATO + P1ROFOSFATO 

24h 

90m 

90m 

7m 

7m 

12 18 24 

----- f'9 p 
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QUADRO N.0 5 

VARIAÇÃO DA CôR DO ORTOFOSFATO E DO PIROFOSFATO PELO 

MÉTODO DE UPMANN-ELLIOT. EFEITO DA PRESENÇA DE 

ORTOFOSFATO NA DETERMlNAJÇÃO DE PLROFOSFATO. 

ABSORVÊNCIAS 
TEMPO 7 min. 90 min. A9 0 - A7 24 horas 

ORTOFOSF ATO 
6 tJ.g p 0,90 1,00 

12 [Lg p 1,65 1,85 
18 [Lg p 2,55 2,90 
24 [Lg p 3,60 3,75 
30 [Lg p 4,35 4,75 

Média 

PIROiFOSF ATO 
6 [Lg 0,00 0,25 

12 [Lg 0,15 0,65 
18 [J.g 0,20 0,80 
24 [Lg 0,25 1,10 
30 p,g 0,30 1,45 

ORTOFOSFATO- PHlOFOSIFATO 
3 [Lg p + 3 [Lg p 0,45 0,65 
6 [Lg p + 6 [Lg p 0,90 1,30 
9[Lg'P+ 9 [Lg p 1,35 1,90 

12 [Lg p 12 [Lg p 1,85 2,50 
15 [J.g p + 15 [Lg p 2,35 3,20 

---X100 
A7 

11,1% 
10,3% 
13,6% 
12,1% 
9,2% 
---

11,3% 

2,45 
4,00 
6,20 
7,70 

10,00 

3,90 
7,20 

10,30 
13,50 
17,00 

3,75 
5,60 
8,10 

10,75 
14,00 

Cabe uma pequena observação nesta altura. Lipmann 
et al. haviam determinado que a côr do ortofosfato evoluía 
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até aos 90 minutos em média de 11,9 por cento, sôbre o va­
lor dos 7 minutos. Na dosagem da mis:tura de ortofosfato e 
pirofosfato era obrigado a somar esta correção ao valor do 
ortofosfato para então deduzir o resultado da absorvência 
total. 

A 
total 
90 min. 

onde: 
A 

to,tal 
90 rrnin. 

A 
p 

LiA 
p 

7 min. 

90 min. 

A 
pp 

90 min. 

A + 
p 

7 min. 

LiA + 
p 

90 min. 

A 
pp 

90 min. 

Absorvência rotal aos 90 minu,tos. 

Ahsorvência aos 7 minutos devida ao 
ortofosfato. 

Incremento da absorvência do ortofosfato 
até os 90 minutos. 

A!bsorvência aos 90 mirnutos devida ao 
:pirofosfato. 

Nossas correções caliculadas à base do quadro n.0 5 fo­
ram, em média ~de 11,3%, confirmando o acima achado. Po­
rém, a adição de versene, nos têrmos que aqui propomos (1 
ml para 8 ml de solução em reação) simplifica a técnica, pois 
a diluição importa no decréscimo de 12,5% da ahsorvência, 
compensando a variação de côr do ortofosfato. Desta forma, 
basta diminuir da leitura de 100 minutos com versene a de 7 
minutos para obter o valor correspondente ao pirofosfato, a 
ser dete,rminado por curva padrão obtida da mesma forma. 

A 
to,tal 

A + 
p 

A 
pp 

100 min. 7 min. 100 min. 
onde: 

A 
to<tal 
100 min. 

A 
pp 

100 min. 

Ahsorvência total a 100 minutos após 
a,ditção tde v,ers,ene. 

Absorvência do pirofosfato a 100 minutos 
a:pós adição de versene. 
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Deve chamar-se atenção para outro fato não assinalado 
convenientemente em pubücações anteriores. Em concentra­
ções mais elevadas de pirofosfato já aos 7 minutos, há certa 
co1oração inicial, que pode ser apreciável em face dos valôres 
de ortofosfato. Neste caso se pode trabalhar com diluições 
maiores. Mellwr, porém, é determinar primeiramente a con­
centração de pirofosfa to. Pela curva padrão do mesmo poder­
se-á calcular a correção a ser aplicada à dosagem de ortofos­
fato, ou seja, à leitura dos 7 ininutos. 

O gráfico n.0 4 obtido à base do quadro n.0 5 mostra que 
a vários tempos, a reação ·com o ortofosf.ato e o pirofosfato 
isolados, bem como misturados, obedecem à Lei de Lambert 
e Beer. Também a adição de versene não modifica êste com­
portamento. 

3. DOSAGEM DE ATIVIDADE PIROFOSFATASICA ALCALI­
NA, NEUTRA E ACIDA NO SôRO 

Desenvolvemos e estudamos divensos esquemas de incu­
bação e determinação de atividade pirofosfa:tásica, selecionan­
do entre êles o que julgamos o mais conveniente e exato. Em 
face desta experiência propomos o seguinte método de dosa­
gem: 

Mistm·ar: 

1 ml de solução de pirofosfato 0,004 M; 
0,2 ml de doreto de magnésio 0,1 M; 
1,5 ml de tampão veronal-acetato; 
1,3 ml de água. 

Deixar por alguns minutos em banho de tempera­
tura constante a 37°C até obter equilibrio tér­
mico. 
Adicionar 0,2 ml de sôro. Misturar bem. 
Deixar incubando por 60 minutos. 

-Precipitar com 3,8 ml de TCA 10%. 
- Centrifugar por lO minutos a 2. 000 r. p. m. 
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- Pipetar 3 ml do sobrenadante e sôhre êstes apli­
car a técnica descrita para a dosagem de orto e 
pirofosfato. 

REAGENTES: 

Solução de pirofosfato 0,004 M. 

- Dissol,ver 1,7844 g de pirofosfato de sódio 
(Na4 P 2 0 7 • lO H 2 0) (Analar BDH) até 1litro com 
água destilada. 

Solução de cloreto de magnésio 0,1 M 

- 5,082 g de cloreto de magnésio (MgCl2 .6 H 2 0) 
(Riedel p. a.) dissol,vidas até 250 ml com água 
destilada. 

Solução tampão ,veronal-acetato (251) 

- 8,28 g de ,veronal sádico ( di-etil-harbiturato de 
sódio) (C hemo-Pure), 

- 5,42 g de acetato de sódio (CH3 COONa) (Riedel 
p.a.), 

- 4,78 g de cloreto ·de sódio (Riedel p. a. ) , 

- Diluídos até, aproximada'mente, 1. 400 ml com 
água destilada. 

- Ajustar o pH, pelo potenciômetro Beckman, mo­
dêlo G, com soluções de NaOH 2 N e HCl 2 N. 
As soluções empregadas ti,veram 
pH = 8,6 para a a ti ,vida de em meio alcalino. 
pH = 7,4 para a ati,vidade em meio neutro. 
pH = 3,6 para a ati,vidade em meio ácido. 

Compl.etou-se o ,volume finali até 1. 500 ml, com 
água destilada. 

A determinação de ati,vidade pir·ofosfatásica foi sempre 
acompanhada de um ensaio análogo, para os di,versos pH, po-
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rém sem sôro. Verificamos, todavia, que não se tornam ne­
cessários testes de comparação nos 3 pH diferentes, simultâ­
neamente, poi·s o resultado é semelhante nos 3 casos. Ou se­
ja, a hidrólise que se poderia supor que se realizasse durante 
a incubação em pH ácido não é significativa, durante êste cur­
to período. 

Contudo, a solução de pir·ofosfato e as de tampões não 
podem ser conservadas em mistura a não ser por ocasião da 
dosagem, em vista da hi.drólise espontânea, após tempo mais 
prolongado. 

O ortofosfato contido no sôro exige uma pequena corre­
ção sôbre o resultado da l1eitura aos 7 minutos. Cada mg de 
fósforo por 100 ml de sôro contribui com um êrro de létura 
a mais, de aproximadamente 0,1 unidade de absorvência. 

A escolha da mistura tampão foi determinada pela co­
bertura ampla de pH que a veronal-acetato proporciona, e 
assim permitir condições semelhantes nos três tipos ·de en­
saios. ÜUJtras espécies de tampões não foram consideradas, 
ou por· possuírem menor amplitude de pH, ou por serem de 
difícil aquisição. 

A leitura da absorvência é feita aos 7 minutos e aos 100 
minutos, após a adição de versene. A primeira medi.da per­
mite estabelecer a liberação de ortofosfato e a segunda ofere­
ce um contrôle da dosagem. 

Assirral1amos que no meio de incubação preferimos uma 
concentração não exageradamente elevada de pirofosfato. 
Isto foi motivado pela observação de que grandes quantida­
des ·do mesmo já produzem certa coloração aos sete minutos, 
interferindo desta forma na dosagem de ortofosfato liberado 
durante a incubação (Vide quadro n.0 4). Alimentamos séria 
dúvida quanto àquêles resultados de trabalhos publicados nos 
quais alta concentração de pirofosfato tem sido usa.da. 

Unidade de atividade pirofosfatásica. 

Propomos ainda a definição de uma unidade de medida 
de atividade pirofosfatásica do sôro, apropriada ao método: 

"Uma unidade de atividade pirofosfatásica do sôro cor-
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responde a Uill micro-moi de pirofosfato decomposto por 100 
ml .de ·sôro, em 60 minutos, a 37°C, nas condições descritas". 

E:üa conceituação afasta-se da oferecida em "Methods in 
Enzymology" (252). E' evidente porém, ser mais adequado, 
por razões estequiométricas e de comparação metabólica, ex­
pressar a atividade enzimática em frações mol1ares por quan­
tidades de proteína, ou, como no caso, por unidade de volume. 

Em parte é lamentável que o mesmo não mais se possa 
fazer para as ativida.des fosfatásicas alcalina e ácida, já tão 
ar.raigadas. De qualquer forma, pensamos que à medida que 
novas .técnicas enzimáticas forem introduzidas em análises 
clínicas, a expressão molar deverá ser preferida pelos auto­
res, E' ser cultivada por aquêles que a usam. 

EXPERIMENTAÇÃO ANIMAL. 

Foram realizadas dosagens de ativ.idade pirofosfatásica 
do sô"o em coelhos nos quais havia sido provocada esteatose 
hepática. As experiências foram acompanhadas de exame 
histopa:toMgico do fígado. 

Os animais e.ram machos, brancos, alimentados com dieta 
comum, porém padronizada e completa. 

A colheita de mater'ial foi realizada antes e no transcor­
rer da experiência. A sistematização da mesma foi a se­
guinte: 

1 -- Colocamos, de início, os animais em decúbito dor­
sal sôbre mesa cirúrgica apropriada e realizamos a depilação 
manual do hipocôndrio direito. Em prosseguimento, aneste­
siamo.s os planos da parede com novocaína a 1% e aborda­
mos a cavidade abdominal através de ·incisão para-retal direi­
la, de 3 em apr·oxima.damente, a qual se extendeu paralda­
mente ao músculo reto, a par.tir do rebordo costal. 

Em seguida, identificamos o lóbulo hepático anterior di­
reito, com o qual se relaciona a vesícula biliar (253), (com 
vista à uniformidade do ma.terial) e retiramos um fragmen­
to do mesmo, medindo aproximadamente 1 x 1,5 x 0,5 em. 
Concluída a retirada do fragmento hepático, r·econsti:tuímos 
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a parede com oatgut (O) em pontos s·eparados e na pele com 
linho. 

Dividimos o fragmento retirado em duas partes: uma 
imergida em alcool! absoluto e outra em formal (diluído 10 
vêzes em água), para o estudo histopatológico. 

2 -- Procedemos, em continuação, à colheita de sangue 
feita po.r punção cardíaca. Para is.to, o animal foi deitado em 
decúbito lateral direito, puncionamos o coração ao nível do 
quinto espaço intercostal, a meio centímetro para fora do re­
bordo do externo. Em tôdas as punções usamo·s agulha de 
8 x 70 e retiramos, em média, 10 ml de sangue por animal. 

(Tentamos inicialmente obter sangue através de punção 
da veia do pav.ilhão auricular, mas a colheita foi irregular e 
fr·eqüentemente ·difícil de ser executada). 

3 - Concluídas as duas operações acima, injetamos, por 
via intraperitoneal, 10 ml de vaselina líquida nos animais tes­
temunhas, e nos de prova, 8 ml de tetracloreto de carbono 
(Riedel, p . a . ) diluídos com 2 ml de vaselina . 

4 - Decorridas 48 homs, realizamos nova colheita 
de sangue, sacrificamos os animais com alta dose de nembu­
ta1. intravenoso, retirmnos o fígado (examinando-o macrosco­
picamente) e fixamos, para exame his.topatológico, fragmen­
tos em alcool absoluto e em formol (diluído 10 vêzes en, 
água). 

No presente capítulo foram expostas as razões que nos 
levaram a propor modificações as quais reputamos de impor­
tância, na técnica de dosagem de ortofosfatos (Fiske+Subba­
row) e de pirofosfatos (Lipmann-Elliott) . Igualmente esta­
belecemos métodos ·de .determinat;ão da a·tividade pirofosfa­
tásica do sôro e definimos uma unidade de medida corres­
pondente. 

No capítul!o que segue, serão descritos alguns resultados 
exploratórios da aplicação destas técnicas a casos normais e 
patológicos, bem como será exposto no mesmo sentido, ex­
perimentação executada em animais. 
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CAPíTULO III 

APLICAÇõES 

Uma vez estruturada a técnica de determinação da ativi­
dade pirofosfatásica, executamos dosagens em indivíduos con­
siderados hígidos, afim de poder indicar limites de variabili­
dade normal. Em seguida examinamos casos patológicos, que 
envolviam, preferlencialmente, o fíga,do. Tra{ando-se de um 
órgão de intensa atividade metabólica, poder-se-ia esperar 
que suas alterações mórbidas se refletiriam de maneira mais 
acentuada no valor da atividade pirofosfatásica do sôro. 

1. ATIVIDADE PIROFOSFATASICA EM COELHOS NOR­

MAIS E COM ESTEATOSE EXPERIMENTAL 

Como ensaio preliminar, porém, real1izamos uma verifi­
cação da atividade pirofosfatásica em coelhos. Êstes foram 
divid1dos em dois grupos de oito animais cada, dos quais o 
primeiro, A, era tomado como grupo de contrôle (injetados 
intraperitonealmente com dez ml de vaselina líquida) e o se­
gundo, B, constituía o grupo experimental (injetados intrape­
ritonealmente com oito ml de tetracloreto de carbono em dois 
mlJ de vaselina líquida). Conforme descrito no capítulo ante­
rior, foi realizado exame histopatológico (Hematoxilina-Eosi­
na e Sudão JII), em amostras de fígado, obtida's antes daquelas 
inj eç·ões, e ao ser recolhida a amostra de sangue após 48 horas 
de ação do tetracloreto de carbono. 

O contrôle histopatológico considerou os animais subme­
tidos à experiência, norma,is ou pràticamente normais. O re­
sultado com Sudão III foi sempre negativo, com exceção do 
coelho n.0 dez, (no qual apenas "três hepatócitos acusavam 
gotícuJias alaranja,das no citoplasma") e do coelho n.0 quatro 
(com "esteatose discretíssima de hepatócitos") . 
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O exame histopatológico da amostra de fígado colhido no 
fim da experiência acusava em todos os casos do grupo expe­
rimental B, necrose com esteatose, centno ou perilobular, indi­
cada na maior parte dos casos já por exame macroscópico. 
Nesta altura os animais .do grupo A não apresentavam altera­
ções dignas de nota. 

Três animais, um do grupo A e dois do grupo B, nrio re­
sistiram à intervenção e sucumbiram no mesmo dia do início 
da experiência. 

Logo antes da administração do tetracloreto de carbono, 
e após 48 horas, foi recolhido sangue, no qual dosamos a ati­
vidade pirofosfatásica ácida, neutra e alcaliina. Os resulitados 
obtidos se encontram relacionados no quadro n.0 6. 

Resumindo, foram encontrados os seguintes valôres mé­
dios no grupo A, no início da experiência: 

atividade pirof osf a tásica ácida ... 139,0 ± 8,26 unidades 
" " neutra 87,5 ± 10,44 , .. 
" " alcalina .. 84,7 ± 9,33 " 

e no fim da experiência: 
atividade pirof osf a tásica ácida ... 199,0 ± 8,26 unidades 

" " neutra 132,4 ± 8,23 
, .. 

" " alcalina 120,0 ± 11,68 " 

No grupo B, os valiôres médios foram, 
no início ,da experiência: 
atividade pirofosfatásica ácida .... 142,1 ± 13,46 unidades 

" " neutra 88,8 ± 7,29 " .. 
" " alcalina 95,5 ± 8,42 " 

e no fim da experiência: 
atividade pirofosfatásica ácida 262,1 + 17,51 unidades 

" " neutra 134,5 ± 8,99 " .. 
" " alcalina 134,5 + 10,99 " 

Da comparação m:imérica dos resultados, apesar do núme­
ro reduzido de animais, podemos sugerir' as seguintes observa­
ções: 

a) Nos animais normais (coelhos), a atividade pirofos­
fatásica ácida é superior à neutra e à básica, as últi-



QUADRO N.0 6 ATIVIDADE Pi.I:RO:FOSF AT ÁS'ICA EM COELHOS NORMAIS E COM ESTEATOSE HEPÁTICA 

I I I UNIDADEtS DE f UNIDADEIS DE l Diferença e êrro I I p l p 1padrão .da diferença COELHO I Pf:iSO 

I 
TRATAMENTO I ATIVIDADE PIROFOSFATÃSI'CA I ATIVIDADE PIROFOSFATÃSI•CA I (Firm ·e início da (1g) 

i i I I mg /100 ml Ã:CIDA NIEUTRA ALJCALINA I mg !100 ml ÃCIDA NEUTRA ALCALINA I experiêneia) 
I I I I GRUPO A I I I 

I I I ! 
I 

1 I 2.290 I 10 ml Vasel. 
i 

3,60 147 87 87 
11 

4,20 213 133 120 Pi 
I 'I = - 0,03 + 0,20 2 I 1.900 I , 

I 4,00 133 73 80 4,00 200 140 107 
I I I Ácida 3 I 2.300 " I 3,00 153 80 73 3,40 207 127 113 = 60,0 ± 4,42 
I I ! 

4 I 2.250 I 
, 

I 3,40 133 93 100 2,80 193 127 133 Neutra I I I 
= 44,9 + 5,03 I I 

5 I 2.540 I 
, 

I 4,00 140 80 93 3,50 193 133 120 
l I I Akalina 

6 I 2.170 I " I 3,90 127 93 73 3,70 200 120 107 = 35,3 + 5,65 ! 
I I I 

7 I 2.000 
11 

, I 3,50 140 107 87 3,40 187 143 140 I 

I I 
I Média I 2.207 i I 3,63 + 0,341 139,0 + 8,26 87,5 + 10,44 84,7 ± 9,33 3,57 ± 0,423 199,0 + 8,26 132,4 + 8,23 120,0 ± 11,68 I 

I I I I GRUPO B I I I I 
I 

Pi I I 1 I I I 
= 0,50 + 0,2-1 8 I 2.200 I 8 ml C Cl4 I 3,20 160 I 93 I 107 4,30 280 140 153 I + 2 

, 
Vasel. I I I 

I I 
I 

Ácida 9 I 2.150 " I 3,50 133 I 100 I 100 I 4,00 260 147 140 I 
= 120,0 + 8,94 I i I I I I 

10 l 1.950 , I 3,20 120 I 80 I 93 I 3,80 273 120 127 1 Neutra 
I 

I I I I I I = 46,0 ± 4,73 11 l 2.630 
, 

I 4,00 147 I 93 I 100 I 4,00 280 127 140 I I I I ! I I Alcalina 12 I 2.680 
, 

I 4,20 140 I 80 i 93 I 4,30 233 133 120 I = 39,2 + 5,65 I I I I I I 13 I 2.480 " I 3,20 153 I 87 I 80 I 3,90 247 140 127 I I 

I I I I I I Média 1 ?.348 I 3,55 ± 0,407 141,1 + 13,16 ! 88,8 ± 7,29 I 95,3 + 8,42 I 4,05 ± 0,43 262,1 ± 17,51 134,5 ± 8,99 134,5 ± 10,99 I I 

I I I I I 
Dife.reruça e êrro padrão da difenença. I I (Comparação do grupo B ao A no I 0,48 ± 0,24 63.1 ± 7,99 0,21 ± 4,81 14,5 ± 6,30 I fim ·da experiência) i I 

-~-
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mas sendo p1\àticamente iguais entre sí. 

b) A administração de vaselina, somente, já parece cau­
sar o aumento das três a.tivida,des medidas, de manei­
ra aproximadamente proporcional em cada caso. Is­
to vem ilustrar .dados paralelos de Frunder et ai. 
(254) que observaram em fíga.do de camundongos, 
após ·administração intraperitoneal1 de óleo vegetal, o 
seguinte: um deslocamento do quocieiite DPN ox I 
DPN red de 3 : 1 para 5-6 : 1, permanecendo a soma 
de ambos constantes; um aumento de Fósforo ácido­
solúvel em 20 a 30%; duplica.ção da concentração do 
ácido lático; aumento da concentração do ATP por 
quase 60%, permanecendo constantes as concentra­
ções ,do AMP e ADP. 
Esta verificação nos dita. prudência na inte.rpretação 
dos resultados experünentais. 

c) Naqueles casos, nos quais foi produzida esteatose ex­
perimental, a atividade pirofosfatásica ácida aumen­
tou significativamente em relação à do grupo A, de 
contrôle. També1n houve aumento das médias de 
atividades neutra e alcalina durante a experiência, a 
qual, porém, não poderá ser atribuída excllusivamente 
ao tetracloreto. 

Concluímos po.rtanto, que a administração do tetracloreto 
de carbono em coelhos, e a esteatose hepática dela resultante, 
podem causar um incremento acentuado de atividade pirofos­
fatásica ácida do sôro. 

Evidentemente, ês.te estudo poderia ser extendido em vá­
rios sentidos, abordando tópico·s interessantes. Assim, preten­
demos executar experiências análogas em coelhos nos quais se 
provocará a instalação de neoplasia hepática experimental 
através de azocompostos e sensibilização com irradiação de 
Raio-X e cortisona. Tmnbém se impõe uma investigação sis­
temática da distribuição e oaraoterização de atividades piro­
fosfatásicas nos diversos tecidos animais e a sua local1ização 
nas subfmções celulares, particularmente no caso do fígado. 
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E ·como corolário, deverá ser interessante verificar a va.riação 
de atividade pirofosfatásica neste órgão, em condições de es­
teatose e de neoplasia experimentais. Por último, a separa­
ção das pirofosfátases hepáticas em si deverá ser tentada, coi­
sa que ainda não foi feita com suficiente empenho. Poder­
se-ia acrescentar que, em regra, as pirofosfátases são enzimas 
relativamente estáveis, prometendo portanto serem passíveis 
de concentração e purificação química. 

A execução destas diversas linhas de trabalho, certamente 
de .interêsse justificado em face da crescente importância do 
metabolismo do pirofosfato em Bioquímica, é limitado imica­
mente pelas deficientes condições materiais de trabalho com 
que contamos atualmente. Tão }logo esta falha seja sanada, os 
assuntos acima focados deverão ser encetados. 

2. ATIVIDADE PIROFOSFATÃSICA EM SôRO HUMANO 
NORMAL 

Examinamos 24 soros de indivíduos adultos, afim de po­
der avaliar aproximadamente o nível dos :três tipos de ativida­
de pirofosfatásica e as suas margens prováveis de variação. 
Não vai nisso a inbenção de estabelecer taxas normais ·corres­
pondentes, uma vez que par•a tal um grande número de fatô­
res acessórios ,deveriam ser considerados, tais como idade, se­
xo, raça, hábitos de alimentação etc. E' evidente também, que, 
embora obtendo resultados estatísticamente aceitáveis, um nú­
mero muito mais representativo deverá ser examinado, sob pe­
na de aceitarmos erros inerentes à experiência, não assinala­
dos pe1o cálculo estatístico. 

Tínhamos em mente obter resultados em individuas os 
quais poderiam ser considerados laboratoria1mente normais 
sob ponto de vista hepático. Para tal foram realizadas as pro­
vas funcionais mencionadas no quadro n.0 7, eliminando­
se todos os casos que não se apresentassem dentro dos limites 
normais aceitos, bem como aquêles em cuja anamnese era in­
dicada qualquer afecção hepática recente ou remota. Infeliz­
mente não nos foi possível realizar, por falta de material su­
ficiente, a Prova de bromosulftaleína, al1iás empregada só espo-
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QUADRO N.0 7 - DETERMINAÇÃO DAS ATIVIDADES PTROFOSFATÁS•ICAS EM INDIVíDUOS CONSIDERAüOS NORMAIS 

SEXO 

F 
F 
F 
F 
F 
F 

M 
M 
M 
M 
M 
M 
M 
M 
M 
M 
M 
M 
M 
M 
M 
M 
M 
M 

I 
i ALTURA 
I 
I 
I 

I 
I 

I 

·Cffi 

156 
145 
156 
150 
165 
160 

169 
184 
162 
175 
174 
190 
178 
172 
158 
187 
178 
170 
179 
174 
175 
181 
172 
177 

I 

l 

I 
I 

===~===" 

TI MO L 

Turva-

ção 

0,8 u 
0,8 
2,4 
4,8 
0,4 
3,3 

0,8 
1,8 
0,8 
0,6 
3,5 
1,6 
4,1 
2,3 
2,1 
2,8 
2,9 
1,6 
0,5 
1,1 
2,6 
0,5 
0,8 
2,1 

I 
I 

I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
r 
I 
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laçã.o 

N 
N 
N 

P(+) 
N 
N 

N 
N 
N 
N 
N 
N 

P(+) 
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N 
N 
N 
N 
N 
N 
N 
N 
N 
N 

r - l I 
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I I I 
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I 
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P(+) 

N 
P(+) 

N 
N 
N 
N 

P(+) 
N 
N 
N 

I 
I 
I 

I 
I 
I 

I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
li 

I 
I 

I 
5,0U I 
1,4 
2,6 
5,4 
5,6 
9,5 

2,6 
4,8 
4,5 
2,4 
6,0 
5,6 

13,5 
9,1 
5,6 

10,1 
7,4 
2,8 
5,4 
4,5 
9,1 
2,6 
6,0 

10,4 

I 
I 

I 
I 

I 

I 
I 
! 

I 
I 
I 

I 
P. G. G. 1 BILIRUBINAS - mg por 100 ml. 

1 Direta ['Direta 
I, Imediata Total 

I I 
10,55 UI o 

I 
0,18 

11,62 o 0,12 
6,74 
7,50 

10,24 
9,33 

10,85 
9,33 

13,75 
11,09 

7,20 
8,57 

12,07 
10,24 

6,74 
12,07 
10,24 
11,09 

8,57 
7,20 
9,33 
7,50 

10,85 
12.33 

I 

I 

I 
I 

I 

o 
o 
o 
o 

0,06 
0,12 
0,06 
0,06 
o 
o 
o 
0,06 
o 
0,06 
o 
o 
o 
0,06 
o 
0,12 
o 
o 

I 
I 
I 
I 

I 
I 
I 

I 
I 
I 

I 

I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
' 

0,18 
0,12 
0,12 
0,12 

0,48 
0,24 
0,24 
0,24 
0,12 
0,24 
0,06 
0,30 
0,06 
0,36 
0,12 
0,12 
0,06 
0,24 
0,06 
0,24 
0,12 
0,24 

I I 
1 Indireta 1 

I 
I 
I 
I 
I 

I 
I 
I 
I 
I 

1 

I 
I 
I 
I 
I 
T 
I 
I 

0,36 
0,24 
0,54 
0,4•2 
0,42 
0,24 

0,42 
0,60 
0,54 
0,30 
0,66 
1,32 
0,72 
1,08 
0,66 
1,32 
0,84 
0,42 
0,36 
0,54 
0,66 
0,36 
0,54 
0,66 

I 
I 

'I 
I 
I 
I 
I 

I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 

Total 

0,54 
0,36 
0,72 
0,54 
0,54 
0,36 

0,90 
0,84 
0,78 
0,54 
0,78 
1,56 
0,78 
1,38 
0,72 
1,68 
0,96 
0,54 
0,42 
0,78 
0,72 
0,60 
0,66 
0,90 

I 
I 
I 

PRtO TEíNAS 

Totais 

- A1 

I 
I 

I Fosfatase 1 

hum. 1 1 alcalina _I 

Uni,dadles de 

Atividade Pi:rolfosfatási<Ca 

7,25-4, 
7,15-4, 
6,90-3, 
6,80-4, 
7,50-4, 
6,90-3, 

7,10-4, 
6,60-3, 
6,95-4, 
7,60-4, 

1=1 
2o I I 
5o I I 
90 r I 

!~ 1

1 I 
90 I I 
o5 I I 
i; ~~ I 
65 1 ! 

7,20-4 ,40 I 

90 1 

,3o 1 

30 I 

6,75--3, 
7,35-4 
7,15-4, 

I 

6,90-3 
6,50--4 
7,05--4 
6,70-4 
6,85-4 
7,25--4 

,9o 1 

,oo 1 

,3o 1 

,oo 1 

.1o 1 

,oo 1 

7,1o-4,5o 1 

6,85-4,40 1 

7,1o-4,5o 1 

6,70--4,oo 1 

Ácida ~--~=:~~_:_l_~l,c~li~~ 

2,2U.B. 133 
1,9 120 
2,9 120 
3,0 140 
2,5 127 
3,2 147 

120 
107 
120 
127 
113 
133 

1,7 133 140 
3,9 147 127 
2,8 120 107 
3,7 133 120 
4,0 127 107 
a1 153 133 
2,5 140 140 
1,9 133 1 127 
2,9 147 I 133 
3,3 120 I 127 
2,7 133 120 
3,4 127 113 
1,8 127 I 120 
3,s 147 I 127 
3,0 140 133 
2,4 127 1 120 
2,9 120 1 133 
3,1 147 I__E3 1 

120 
113 
107 
120 
120 
127 

133 
120 
100 
120 
113 
120 
127 
113 
127 
113 
107 
120 
107 
120 
127 
120 
120 
127 

d _ 1 133,6 1 124,1 1 11sT 
i...;;;;··-=-=M=e=' d=ia=--=e=--d=~=sv=i=o =p=a=r=a=o:) ± 10,29 I ± 9,68_1 ~8-
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rà:dicamente nos serviços clínicos da Faculdade de Medicina de 
Pôrto Alegre. 

Com exceção de duas pessoas, dedioadas a atividades do­
mésticas, os componentes do grupo examinado eram todos es­
tudantes, submetidos anteriormente a freqüentes contrôles mé­
dicos. Fisicamente apr·esentavam-se sadios e a sua alimenta­
ção foi considerada norma.l e eompleta. 

Como pode ser observado no quadr'O n.0 7, as médias 
apuradas consistiam para a 

atividade pirofosfatásica ácida 133,6 ± 10,29 unidades 

" " neutra 124,1 + 9,68 " .. 
" " alcalina 118,3 ± 7,78 " 

Curva de pH. 

Com objetivo exploratório, examinamos vanas das ca­
racterísticas do sôro. Inicialmente determinamos a curva de 
pH das atividades pirofosfatásicas, desde pH 3,00 até pH 9,00, 
com intervalos .de três .décimos de unidade. (As soluções-tam­
pão usadas foram as de veronal-acetato, mencionadas -po ea­
pítulo "Métodos", ajustados com potenciômetno Beckmann, 
modêlo G). 

O quadro n.0 8 demonstra os resultados obtidos, ilus­
trados pela fi,gura n.0 5. Pode ser observado que ex1ste ativi­
dade pirofosfatásica permanente entre o extenso limite de pH 
estudado. Surgiram três zonas de atividades incrementadas, a 
saber: ·do pH 3,40 até 3,90, do pH 4,50 até 6,30 e do pH 6,90 
até 8,60. Em nenhum ponto, porém, a atividade se anula; so­
mente a~tinge um valor mínimo no pH 6,60. 
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QUADRO N. 0 8 

VARIAÇÃO DA ATIVIDADE PIROFOSFATÁSlCA COM O pH. 

Unidades de atividade pirofosfatásica 

pH Soro normal Soro de neoplasia 
hepática 

120 
3,00 127 233 
3,30 173 253 
3,60 113 267 
3,90 113 253 
4,20 113 253 
4,50 173 260 
4,80 173 280 
5,10 173 280 
5,40 167 267 
5,70 157 260 
6,00 137 267 
6,30 0,87 280 
6,60 1,37 287 
6,90 1,40 253 
7,20 1,40 293 
7,50 1,40 287 
7,80 1,40 287 
8,10 1,27 253 
8,40 1,27 253 

. 8,70 1,27 233 
9,00 1,27 227 

Tudo indica que existem no plasma várias entidades enzi­
máticas pirofosfatásicas, diferenciadas por zonas distintas de 
pH ótimo, e responsáveis pela topografia irregular da curva de 
pH. A curva geral parece ser resultante de três atividades indi­
viduais, pardalmente sobrepostas, e por esta razão a atividade 
do soro em nenhum ponto alcança a zero. Os val1es da curva,_ 
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neste caso, não serimn absolutamente fixados, mas antes, de­
terminados pelas concentrações relativas das diversas entida­
des enzimáticas. Ainda esta suposição nos leva a admitir que, 
em casos patológicos, não só os valôres de atividade pirofosfa­
tásicas a certos pH convencionais estejam alterados, mas que 
a própr'ia curva de pH seja modificada substancialmente, ocor­
rendo particularmente um deslocamento dos pontos de ativi­
dade mínima. 

A pirofosfátase circulante no soro é provàvelmente origi­
nada pelo lançamento constante, na corrente circulatória, de 
citoplasma proveniente do desgaste orgânico geral. Isto expli­
caria a sua heterogeneidade. 

Ativação e Inibição. 

Examinan10s o efeito de várias substâncias, cujos ions 
possuem caracterizada atividade biológica geral, sôbre a ativi­
dade pirofosfatásica do soro. Para êste fim foram preparadas 
soluções 0,1 M de cloreto de cálcio, cianeto de potássio, cloreto 
manganoso, sulfato ferroso, cloreto cobaltoso, e de 0,3 M de 
fluoreto de sódio. Além disto, metanal foi diluído até 3,5 g 
por 100 ml de solução. Todos os reagentes eram de marca 
Riedel, p. a. 

Em vez de 0,2 ml de cloreto de magnésio 0,1 M da técnica 
original, foram adicionados ao meio de incubação 0,2 ml de 
cada uma das soluções acima, ou 0,2 ml de água, em condições 
de meio neutro. Os resultados obtidos foram os seguintes: 

Solução adicionada Unidades de 
Ensaio (0,2 mlJ) atividade 

1 140 
2 MgCl2 0,1 M 133 
3 CaCl2 0-1 M 133 
4 NaF 0,3 M 140 
5 KCN 0,1 M 140 
6 MnCb 0-1 M 120 
7 FeS04 0,1 M 93 
8 CoCl2 0,1 M 100 
9 CH20 3,5% 127 



-79-

Como pode ser visto, os ions Magnésio, Fluoreto, Cálcio e 
Cianeto não apresentaram nenhum efeito de ativação ou de 
inibição sôbre a atividade pirofosfatásica, perceptível nas con­
dições empregadas. V e.rificou-se uma inibição parcial com o 
ion manganoso, e ·mais acentuada com o ion ferroso e cobalto­
so. Quanto ao aldeído fó1rmico, deve se>I" acrescentado que o 
mesmo suprimiu em parte, a côr do pirofosfato padrão usado 
paralelamente, indicando que o I'lesultado apresentado foi tal­
vez ocasionado por um artefato de reação. 

Swanson verificou que, na pirofosfátase neutra do fígado 
(rato), o ion Cálcio possui um efeito de inibição, competitivo 
com o de ativação do Magnésio (173) . Ou a atividade que exa­
minanws não é afetada pelo ion Cálcio, ou a quantidade de 
Magnésio presente norma•l1mente no sôro é demasiadamente 
alta para ser atingida sensivelmente pelo Cálcio adicionado. 

Êste assunto poderia ser estudado ·com mais minúcias adi­
cionando versene ao meio de incubação. O agente quelante fi­
xaria os metais em questão e nestas condições possibilüaria o 
exame da ação isolada de cada ion, adicionado em excesso es­
tequiométrico, sem interferência dos demais. Tal porém, não 
foi realizado porque o versene interfere na dosagem final de 
ortofosfatos e pirofosfatos, como foi visto no capítulo ante­
rior. 

Examinamos ainda mais de perto a ação dos ions Magné­
sio e Fluoreto, conforme demonstra o seguinte quadro: 

Ensaio 

1 
2 
3 
4 
5 

6 
7 
8 

MgCl2 0,1 M 
adicionado (ml) 

0,2 
0,4 
0,8 
1,6 

NaF 0,1 M 
adicionado (ml) 

0,2 
0,8 
1,6 

Unidades de 
atividade 

133 
127 
127 
133 
133 

127 
127 
113 
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Usando material heterogêneo (sôro), aquêle ion não 
exibia em concentrações elevadas efeito inibitório muito acen­
tuado. Vale a pena chamar a atenção a esta altura para a ob­
servação de Swanson (173) que verificou, em sua preparação 
enzimática, um efeito máximo de ativação à concentração de 
10-3 M, e inibição marcante a concentração acima de 10-2M. 

Por outr·o lado, a pirofosfátase que EHiott estudou em sis­
tema de ativação do ácido eólico (246), tinha sua ação anulada 
pelo ion Magnésio. Tal fato interessante é singular entre as 
várias pirofosfátases conhecidas. 

Em face da relativa inércia do ion Magnésio em relação à 
atividade de pirofosfatásica, poder-se-ia opinar, à primeira 
vista, que seria desnecessária a adição de cloreto de magnésio 
ao meio de incubação. Em casos patológicos, porém, não é pre­
visível se as pirofosfátases anormais lançadas à corrente san­
güínea são ou não sensíveis ao ion Magnésio. Por êste motivo 
recomendamos a inclusão de cl10reto de magnésio no sistema 
de incubação, como medida preventiva. 

Quanto ao ion Fluoreto, os resultados sugerem uma dimi­
nuição discreta da atividade pirofosfatásica, elevando~se a con­
centração daquêle ion. 

Um estudo mais extenso e exato dêste assunto sàmente é 
exeqüível com um preparado enzimático concentrado, livre de 
fatôres interferentes acessórios. A purificação e ·Caracteriza­
ção das diversas pirofosfátases do soro sangüíneo pennitiria 
elucidar não sàmente os tipos de cofatores e a sua intensidade 
de açãq, bem como poderia eventualmente correlacionar va­
riações anormais no soro em face de determinadas entidades 
patológicas. 

Não podemos deixar de acrescentar mais um resultado, 
que, embora negativo, não deixa de ter significação. 

Ao dosar ortofosrfato, tanto nos sôros de coelho como de sê­
res humanos normais e patológicos, pDocuramos determinar 
ao mesmo tempo, o pirofosfato inorgânico. Em nenhum dos 
casos houve indica,ção da existência dês te último no sôro. 
Quanto é de nosso conhecimento, até a presente data, ainda 
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não fôra tentada a verificação dêste aspecto, que por essa ra­
zão é aqui ,,registrada. 

3. ATIVIDADE PIROFOSFATÃSICA EM SôRO HUMANO 
DE ALGUNS CASOS PATOLóGICOS 

Extendendo a aplicação do método de dosagem estudado 
no capítulo anterior, procuramos coletar resultados obtidos em 
sôros •patológicos. Fixamo~nos em casos de afecções hepáticas, 
partindo da suposição que, sendo o fígado um órgão dos mais 
ativos metabolicamente, alterações funcionais patológicas no 
mesmo se refletiriam de maneira mais acentuada nos espelhos 
sangüíneos. Estávamos particularmente interessados em paci­
entes que apresentassem neoplasia hepática, independentemen­
te da origem da mesma, à base de considerações metabólicas 
expostas no Capítulo I. 

Não seria improvável, que exatamente em tecidos com 
prol,iferação ampla, a atividade pirofosfatásica fôsse incremen­
tada de muito, com repercussão significativa em sua taxa san­
güínea correspondente. 

Não temos intenção de aqui estabelecer cifras que possam 
orientar um eventual diagnóstico clínico e transformarem a 
nossa técnica de dosagem num método de análise de rotina. 
Como já foi assinalado mais acima, propósito desta natureza 
somente poderá ser satisfeito à base de um plano de trabalho 
bem mais amplo. Neste caso, um grande número de quadros 
c.línicos deverão s~er aferidos pela técnica, afim de autorizar 
uma va:1orização da mesma para diagnóstico diferencial. Isto 
nã"o pode ser objeto nem de um trabalho único, nem de um 
laboratório isolado. E' exatamente a confirmação de resulta­
dos ccim o uso de um método em outras mãos que concorre 
para a aceitah:Iidade do mesmo de mane·ira ampla. 

Uma outra lim:tação também é ponderável neste sentido. 
Pela especialização de suas atividades, o bioquímica forçosa­
mente é conduzido a se louvm1, em princípio, no critério e 
julgamento do clínico para os cas·os patológicos a serem es­
tudados. O contrário constituiria imprudência e séria infra-
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ção científica. Impõe~se, portanto, uma colaboração íntima 
entre o dinico e o bioquímica nesse tipo de kabalho. 

Desta forma, os resultados abaixo descritos, devem cons­
tituir, antes, observações prévias, à vista das quais se poderá 
delinear um plano de trabalho mais amplo. 

Os casos estudados foram provenientes de diversas enfer­
marias da Santa CaS'a de Misericórdia, tendo sido alguns tam­
bém encaminhados a nós através de clínicas paTticulares, com 
diagnóstico ,definitivo ou presuntivo estabelec:dos pelas mes­
mas. 

Caso 1: A. C. 

Branco, 18 anos, agriculto'r, sexo ~masculiw1, br,asileiro. 
Diagnóstico cHnico: Cirrose porta, com asdte (Evolução 

clínica de aproximadamente 2 anos). 
Para o diagnóstico clíni~co havia sido considerado o se­

guinte quadro laboratorial: 

Fosfátase alcalina 
Timol, turvação 

floculação 
Ranger 
Kunkel 
P. G. G. 
Bilirubinas 

direta imediata 
direta total 
indireta 
total 

Proteína total 
Albumina 
Relação A/G 

Lipídios totais 
Urina 

4,2 U. B. 
15 U. 
Positivo ( +++) 
Positivo ( +++) 
36 u. (2,60 g%) 
17 u. ( 2, 99 g% ) 

0,90 mg% 
1,86 mg% 
1,86 mg% 
3,72 mg% 
7,48 g% 
3,20 g% 
0,75 
366,6 mg % 
normal 

Determinação da atividade pirofosfatásica 
ácida ..... . - 140 unidades 
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Determinação da atividade pirofosfatásica 
neutra .. 133 " 

Determinação da atividade pirofosfatásica 
alcalina . . . .............. - 100 " 

Caso 2: A. A. O. 

Branco, 43 anos, brasileiro, sexo masculino. 

Diagnóstico clínico: Cirrose porta (Etilista. Evolução 
clínica de aproximadamente 4 anos). 

Para o diagnóstico clínico havia sido considerado o se­
guinte quadro laboratorial: 

Fosfátase alcalina 

Timol, turvação 
floculação 

Ranger 

Kunkel 

P. G. G. 

Bilirubinas, total 
direta rápida 

Proteína total 
Albumina 
Relação A/G 

Tempo de protrmn.bina 
concentração 

U11ina, pigmentos biliares 
Determinação de 

26 U. K. A. 

14,6 u. 
Positivo ( +++) 
Positivo ( ++++) 
29,5 u. 
2,55 g.% 

2,50 mg% 
1,00 mg% 

6,90 g% 
2,50 g% 
0,57 

19,5 seg 
31% 
Positivo 

. Na, K, Cl, Ca dentro dos limites normais 

Determinação da atividade pirofosfatásica 
ácida ..... . - 133 unidades 

Qeterminação da atividade pirofosfatásica 
neutra .. 120 " 

Determinação da atividade pirofosfatásica 
alcalina ..................... - 113 " 
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Caso 3: V. R. O. 

Branco, 48 anos, brasileiro, pedreiro, sexo masculino. 
Diagnóstico clínico: Cirrose porta, .descompensada (Eti­

lista. Evolução clínica de aproximadamente um ano) . 
Para o diagnóstico clínico havia sido considerado o se­

guinte quadro laboratorial1: 

Fosfátase alcalina 
Timol, turvação 

filoculação 
Ranger 
Kunkel 
P. G. G. 
Bilirubinas, total 

direta rápida 
Proteína total 

Albuminas 
Relação A/G 

Colesterol, tota:t 
eSiterifkado 

Tempo de protrombina 
concentração 

Urina 

23 U. 
15,5 u. 
Positivo ( ++++) 
Positivo ( ++++) 
32 U. 
3,45 g% 
7,60 mg% 
1,70 mg% 
7,00 g% 
2,50 g% 
0,62 
136 mg% 
61 mg% 
18 seg. 
35% 
nO'rmal 

Determinação da atividade pirofosfatásica 
ácida . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - 147 unidades 

Determinação da atividade pirofosfatásica 
neutra . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - 113 

Determinação da atividade pirofosfatásica 
alcalina ................. . 

Caso 4: O. K. 

Branco; 37 anos, brasileiro, sexo •masculino. 
Diagnóstico clínioo: Ginose porta. 

100 

" 

" 

Para o diagnóstico clínico havia sido considerado o se­
guhüe quadro laboratorial: 

Timol, •turvação 8,2 unidades. 



floculação 
Hanger 
Bilirubinas 

direta irnediata 
direta total 
indireta 
total 

Proteína total 
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Negativo 
Posi,tivo ( ++++) 

11,96 mg% 
19,68 mg% 

rng% 
23,90 mg% 
7,07 g% 

Determinação da atividade pirofosfatásica 
ácida . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. - 207 unidades 

Determinação da atividade pirofosfatásica 
,neutra ..................... . 187 

da atividade pirofosfatásica Determinação 
alcalina .................. - 173, 

Caso 5: S. Z. 

,, 

, 

Branco, 53 anos, polonês, 1nineiro, sexo 1nasculino. 
Diagnóstico clínico: Cirrose porta (Etil!ista. Evolução 

clínica de aproximadamente 7 anos). 
Para o diagnóstico clínico havia sido considerado o se­

guiu te qadro laboratorial: 

Fosfátase alcalina 
Timol, turvação 

flocllliação 
Ranger 
Kunkel 
P. G. G. 
Bilirubinas, total 

direta rápida 
Proteína, total 

Albumina 
Relação A/G 

Colesterol, total 
esterificado 

Tempo de protrombina 

5,4 U. K., A. 
17 u. 
Positivo ( +++) 
Posibivo ( ++++) 
17,5 U. 
4,60 g% 
5,50 mg% 
2,20 mg% 
7,20 g% 
1,40 g% 
0,2L1 
187 mg% 
112 mg% 
20 



concentração 
Urina, pigmentos biliares 

ácidos biliares 
urohilinogênio 

30% 
Positivo 
Positivo 
leve excesso 

Determinação da atividade pirofosfatásica 
ácida ..... . - 153 unidades 

Determinação da atividade pirofosfatásica 
neutra ..................... . 113 " 

Determinação da atividade pirofosfatásica 
alcalina ..................... . 93 " 

Caso 6: C. T. S. 

Branca, brasileira, 19 anos, doméstica, sexo fenl:inino. 
Diagnóstico clínico: Hepatite, sôro homólogo. (Evolu­

ção clínica de aproximilldamente 5 semanas). 
Para o diagnósHco clínico havia sido considerado o se­

guinte quadro laboratoriali: 

Fosfátase alcal1ina 
Timol, turvação 

floculação 
Ranger 
Kunkel 
P. G. G. 
Biliruhinas, total 

direta total 
Proteína, total 

A'lbumina 
Relação A/G 

Colesterol total 
Lipídios totais 

5,7 U. B. 
9 U. 
Negativo 
Positivo ( +++) 
13 u (118 g%) 
5U (116g%) 
7,56 mg% 
4,12 mg% 
7,56 g% 
4,12 g% 
1,19 
232 mg% 
8 U (399 mg%) 

Determinação da atividade pirofosfatásica 
ácida . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - 153 unidades 

Determinação da atividade pirofosfatásica 
neutra . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - 140 " 



Determinação da atividade pirofosfatásica 
alcalina 127 " 

Caso 7: A. L. S. 

Branca, doméstica, 53 anos, brasileira, sexo feminino. 

Diagnóstico clínico: Hepatite. (Evolução clínica de 
aproximadamente 6 semanas). 

Para o diagnóstico clínico havia sido considerado o se­
guinte quadro laboratorial: 

Fosfátase a1calina 
Timol, turvação 

floculação 
Ranger 
Kunkel 
P. G. G. 
Bilirubina, total 

direta total 
Proteína, total 

Albumina 
Relação A/G 

Colesterol total 
Lipídios totais 
Urina, ácidos biliares 

pigmentos biliares 
urobillinogênio 

25,5 U. K. A. 
11 U. 
Negativo 
Negativo 
23 u. (1,71 g%) 
17 U. (2,99 g%) 
24,7 mg% 
15,0 mg% 
6,08 g% 
3,84 g% 
1,74 
324 mg% 
35 U. (848 mg%) 
Positivo 
Positivo 
Normal 

Determinação da atividade pirofosfatásica 
ácida ..... . - 160 unidades 

Determinação da atividade pirof osfa tásica 
neutra 167 " . . . . . . . . . . . . .. . . . . . . . . -

Determinação da atividade pirof osfatásica 
alcalina 140 " . . . . . . . . . . . . . . .. 

Caso 8: F . J . F . 

Branca, 30 anos, brasileira, domés1tica, sexo feminino. 
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Diagnóstico clrínico: Icterícia hemolítica (Evolução clíni­
ca de aproximadamente 6 semanas). 

Para o diagnóstico clínico havia sido considerado o se­
guinte quadro laboratorial: 

F osfátase alcalina 
Timol, turvação 

floculação 
Hanger 
Kunkel 
P. G. G. 
Biliruhinas 

direta imediata 
direta total 
indireta 
total 

Colesterol total 

3,5 U. K. A. 
5,3 u. 
Positivo ( ++) 
Positivo ( ++++) 
7,1 U. 

g% 

1,2 mg% 
1,9 mg% 
3,0 mg% 
4,9 mg% 
112 mg% 

Determinação da atividade pirofosfatásica 
ácida ..................... . - 167 unidades 

Determinação da atividade pirofosfatásica 
neutra ..................... . 153 " 

Determinação da atividade pirofosfatásica 
alcalina ..................... . 153 " 

Caso 9: M. D. F. 

Preta, aproximadamente 40 anos, brasileira, doméstica, 
sexo feminino. 

Diagnóstico clinico: Icterícia hen10lítica adquirida. 
(Evolução clínica de aproixmadamente 2 meses). 

Para o diagnóstico clínico havia sido oonsiderado o se­
guinte quadro laboratorial: 

Fosfátase alcalih1a 
Timol, turvação 

floculação 
Hanger 

4,2 U. B. 
7 u. 
Positivo ( ++) 
Positivo ( ++) 



Kunkel 
P. G. G. 
Bilirubina total 

direta total 
Proteína total 

Albumina 
Relação A/G 

Colesterol total 
Esterificado 

Upidios totais 
Urina, ácidos biliares 

Pigmentos biliiares 
U robilinogênio 

Reticilócitos 
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9 u. (0,97 g%) 
5 U. (1,16 g%) 
3,10 mg% 
1,03 mg% 
7,0 g% 
4,3 g% 
1,59 
254 mg% 
102 mg% 
10 U. (433 mg%) 
Negativo 
Negativo 
Leve excesso 
25% 

Medulograma Acentuada hiperplasia eri­
troblástica . 

Determinação da atividade pirofosfatáska 
ácida ..... . - 167 unidades 

Determinação da atividade pirofosfatásica 
neutra . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - 207 " 

Determinação da atividade pirofosfatáska 
alcalina ..................... . 147 " 

Caso 10: E. G. S. 

Branco, 28 anos, bras.ileiro (Baía), sexo masculino. 
Diagnóstico clínico presuntivo: Esquistosomose. (Diag­

nosticado em 1950 com esquistosomose. Evolução cHnica 
atual de 6 semanas aproximadamente). 

Para o diagnóstico clínico havia sido considerado o se­
guinte quadro laboratorial: 

Fosfátase alcalina 
Timol, turvação 

floculação 
Ranger 
Kunkel 

49 U. 
6,8 u. 
Negativo 
Positivo ( +++) 
7,0 U. 
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P. G. G. 
Bilirubina, total 

direta imediata 
P,roteína total 

Albumina 
Relaçãn A/G 

Col1esterol ,total 
Esterificado 
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Urina, pigmentos bilia­
res 

Tempo de protrombina 
Fézes 

1,7 u. 
5,20 mg% 
2,45 mg% 
7,7 g% 
4,0 g% 
1,08 
150 mg% 
93 mg% 
Positivo 
14 segundos 
Larvas de Strongiloides 
Stercolaris 
Ovos de Necatur america­
nus e de Schistozoma 
manzoni. 

Determinação ·da atividade pirofosfatási>ca 
ácida ..... . - 147 unidades 

Determinação da atividade pirofosfatás·i,ca 
neutra .. 140 " 

Determinação da atividade pirofosfatásica 
alcalina .... 127 " 

Caso 11: A. A. 

Preto, 26 anos, brasileiro, sexo masculino. 
Diagnóstico clínico: Molésüa de W eil (Evolução clínica 

de aproximadamente 3 semanas). 
Para o diagnóstico clínico havia sido considerado o se­

guinte quadro laboratoriaJr: 

Fosfátase alcalina 
Kunkel 
P. G. G. 
Bilirubina total 

direta imediata 
Colesterol total 

Esterificado 

15,5 U. K. A. 
21 u. 
10 U. (1,9 g%) 
30 mg% 
15 mg% 
169 mg% 
44 mg% 
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lihUot.,.::fl 

Urina 
Tempo de protrormbina 

Concentração 

no r, mal 
13,5 segundos 
75% 

Determinação da ativi,dade pirofosfatásica 
ácida . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - 173 unidades 

Determinação ,da atividade pirofosfatásica 
neutra . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - 140 

Determinação da ativi,dade pirofosfatásica 
alcalina . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - 160 

Caso 12: U. G. 

" 

" 

Preta, 36 anos, brasileira, doméstica, sexo feminino. 
Diagnóstico clínico presuntivo: Icterícia obstrutiva (Age­

nesia vesicular, observada ,durante ato opera,tório) . 
Evolução clínica de aproximadamente 2 a 3 meses). 
Para o diagnóstico clínico havia sido considerado o se­

guinte quadro laboratorial: 

Fosfátase alcalina 
Timol, turvação 

floculação 
Ranger 
Kunkel 
Biliirubina total 

direta total 
Proteína total 

Albumina 
Relação A/G 

Colesterol total 
Esterificado 

Lipídios totais 
Urina, Urobilinogênio 

Determinação da atividade 

54,6 U. A. 
9 u. 
Negativo 
Negativo 
20U. (1,56g%) 
11 mg% 
6,5 mg% 
7,06 g% 
3,R'1 g% 
1,20 
648 mg% 
459 mg% 
45 U . ( 1 . 014 mg%) 
Excesso. 

pirofosfatásica 
ácida ..... . - 167 unidades 

Determinação da atividade pirofosfatásica 
neutra . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - 207 " 



- 912-

Determinação da atividade pirofosfatásica 
alcalina .... 140 " 

Caso 13: B. O. K. 

Diagnóstico clínico: Icterícia obstrutiva. 
Para o diagnóstico dínico havia sido considerado o se­

guinte quadro laboratorial: 

Ti.mol, turvação 
floculação 

Hanger 
Urina, ácidos biliares 

pigmentos biliares 
urobilinogênio 

5,44 u. 
Negativo 
Positivo ( ++) 
PosWvo 
Positivo 
Grande excesso 

Detenninação da atividade pirofosfatásica 
ácida . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - 153 unidades 

Determinação da atividade pirofosfatásica 
neutra . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - 187 

Determinação da atividade pirofosfatásica 
alcalina . . . . 127 

Caso 14: A . M. 

Diagnóstico clínico: N eoplasia do fígado. 

, 

" 

Para o diagnóstico clinico havia sido considerado o se­
guinte quadro laboratorial: 

Fosfátase alcalina 9,5 u. B. 
Timol, turvação 1,1 U. 

floculação Negativo 
Hanger Negativo 
Bilirubinas 

direta hnediata 3,68 mg% 
direta total 5,98 mg% 
indireta 2,02 mg% 
total 8,00 mg% 

Proteína total 6,45 g% 
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Albumina 
Helação A/G 

Tempo de protrombina 
Concentração 

Anátomo-pa tológico 
Urina 

3,85 g% 
1,48 
15 s·egundos 
48% 
Carcinoma sólido, grau III. 
nonnal 

Determinação da aüvidade pirofosfatásica 
ácida ........... . . . . . . . . . ... - 220 unidades 

Determinação da atividade pirofosfatáska 
neutra ........... . 227 

, . . . . . . . . . . 
Determinação da aüvidade pirof os f a tási<ca 

Alcalina ..... . 180 
, . . . . . . . . . . 

Caso 15: M. S. B. 

Branco, sexo masculino, hrasüeiro. 
Diagnóstiüo clínico: Neoplas·ia renal, com metástases 

genemlizadas. (Gânglios cervicais grandes. Nódulos à apal­
pação abdominal). Ohgúria. 

Para o diagnóstico clínico haviam_ sido considerados os 
seguintes dados laboratoriais: 

Timo1, turvação 
floctlliação 

Hanger 
Kunkel 
Bilirubinas 

direta imediata 
direta total 
indireta 
total 

Proteína total 
Albumina 
Relação A/G 

Urina 
Exmne radiológico 

0,8 u. 
Negativo 
Nega.tivo 
3,5 u . ( 685 g% ) 

0,0 
traços 
0,42 mg% 
0,42 n1g% 
6,14 mg% 
3,77 mg% 
1,59 
normal 
Exclusão do rim esquerdo; 
manchas disseminadas nas 
regiões pulmonares. 
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Determinação da atividade pirofosfatáska 
ácida ........... . - 193 unidades 

Determinação da a,tividade pirof os f a táska 
neutra .. .......... - 187 " 

Determinação da atividade pirofosfatási1ca 
alcalina .... 167 " 

Caso 16: H. H. 

Brànca, hrasüeira, domés,tioa, sexo feminino. 

Diagnósüco clínioo: Neoplasia hepática (confirmada por 
laparatomia e:xcploradora). 

Detenninação da atividade pirofosfatásica 
ácida ..... . - 210 unidades 

Determinação da atividade pirofosfatásica 
neutra .. 153 

, 

Determinação da atividade pirofosfatásica 
alcalina . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 140 

, 

Caso 17: F. B. 

Branco, engenheiro, sexo masculino. 

Diagnós,tico clínico: N eoplasia hepMica (confirmada 
por laparatomia exploradora). 

Determinação da atividade pirofosfatás'ica 
ácida . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - 227 unidades 

Determinação da atividade pirofosfatásica 
neutra .. 

Determinação da atividade pirofosfatásica 
alcalina . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

Caso 18: J. L. 

173 

153 

Branco, 47 anos, brasileiro, sexo mascu.!Jino. 

" 

, 

Diagnóstico clínico: Carcinoma gástrico, com metásta­
ses hepáticas. (Diagnóstico confir1mado por autópsia) . 
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Para o diagnóstico clínico havia sido considerado ainda 
o seguinte quadro laboratorial: 

Hang·er 
Bilirubin:as 

direta imediata 
direta total 
indireta 
totaL 

Colesterol total 

Positivo ( +) 

6,70 mg% 
2,80 mg% 
1,40 mg% 
4,20 mg% 
120 mg% 

Determinação da atividade pirofosfatáska 
ácida ....................... - 220 unidades 

Determinação da atividade pirofosfatáska 
neutra .. 207 " . . . . . . . . . . 

Determinação da atividade pirofosfatásica 
173 " . . . . . . . . . . alcalina ..... . 

Caso 19: M. O. K. 

Branca, 19 anos, doméstica, brasileira, sexo feminino. 

Diagnóstico clínico: Carcinoma sólido de estômago com 
caquexia e metástases, inclusrve hepáticas (Diagnóstico con­
firmado por laparatomia exploradora e exame anátomopato­
}lógico)" 

Determinação da atividade pirofosfatásica 
ácida . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - 197 unidades 

Determinação da atividade pirofosfatásrica 
neutra 160 " .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

Determinação da atividade pirofosf.atásica 
alcalina 133 " .. . . . . . . . . . . . . . . 

Caso 20: S. G. S. 

Branca, 44 anos, brasileira, doméstica, sexo feminino. 

Diagnóstieo clínico: Carcinoma de estômago, com me­
tástases hepáticas. (Confirmado por laparatomia explorado­
ra) . 
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Determinação da atividade pirofosfatásica 
ácida . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - 207 unidades 

Determinação da atividade pirofosfatásica 
neutra ..................... . 167 

Determinação da atividade pirofosfatásica 
alcalina . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - 153 

" 

, 

Os casos mencionados acima constituem apenas experiên­
cias exploratórias. Conclusões definitivas sôbre a variação pa­
tológica das atividades pirofosfalásicas do soro, somente serão 
possíveis após coleta de dados por um largo período de tempo, 
com documentação subsidiária ampla e completa. 

E' nosso objeüvo, porém, possibilitar pelo presente traba­
lho o encaminharnento ,de investigação desta natureza, que se 
nos afigura merHória. 

Os resultados obtidos em al1guns casos esparsos parecem 
indicar que em pacientes com cirrose, icterícia hemolítica e 
icterícia obstrutiva pode ocorrer uma pequena variação das 
atividades pirofosfatásicas. 

A única observação porém, que sugere a necessidade de 
um levantamento amplo, com resultado promissor para efeito 
de corroboração de diagnóstico diferencial, é o das neoplasias 
hepáticas. As atividades pirofosfatás·icas surgiram elevadas nos 
sôros observados, particularmente a ácida. 

Para estudar mais de perto as condições de tmbalho nestes 
casos, executamos uma curva de pH das atividades :de pirofos­
fátase em soro de paciente com neopla·sia hepática, anàloga­
mente ao feito com o sôro norllnal ('pág. 77) . O quadro 
n.0 8 contém os resultados obtidos. A ,curva corresponden­
te, demonstrada na figura n.0 5 indica que, em geral, a ativi­
dade é bem mais elavada em relação à do soro normal, em to­
dos os valôres de pH examinados. Repetem-se as mesmas zo­
nas de atividade máxima, porém a curva da neoplasia indica 
claramente um novo componente, que se manifesta entre os 
pH 5,70 e 6,90. Vemos ainda que, pela adição dês,te novo "pla­
teau" de atividade, houve um deslocamento do ponto mínimo 
para o pH 6,90. 

O exame da curva nos levou ainda, em face ,dêste novo 
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componente às seguintes considerações: A oscilação das ativi­
dades pirofosfatásicas entre os individuas normais não é tão 
reduzida, e variações patológicas modestas poderiam fàcilmen­
te ser consideradas de caráter normal. Mesmn en1 difer·enças 
mais acentuadas, como parece acontecer em neopltasias hepáti­
cas, a medida da atividade pirofosfatásica em pH iso­
lados poderão fornecer informações quantitativas insuficientes. 
A modificação patológica não é tão marcada, corno por exem­
plo, no caso da fosfátase alcalina em icterícias obstrutivas. 

Sugerimos portanto, que não se estude dosagens em pH 
isolados, mas antes se estabeleça um quociente entre valôr1es de 
pH diferentes o Parece-nos, à primeira vista, que para tal os pH 
de escolha, no caso de neoplasias hepáticas, seriam. os de 5,10 
e 6,60, ou seja 

atividade pirofosfatáska ao pH 6,60 
coefidente ------------~------------

atividade pirofosfatásica ao pH 5,10 

De acôrdo com o quadro n.0 8, obteríamos para aquêle 
sôro normal um coeficiente de 0,502 e no caso da neoplasia 
examinada e referida no 'mesmo quadro, 1,02. 

Em virtude do aparecim.ento do novo componente neste 
último, poder-se-ia supor que o coeficiente em neoplasias pa­
rece aproximar-se de 1,0, enquanto que o normal deverá per­
manecer em tôrno de 0,5 o Pretendenws ex tender a investiga­
ção da aplicabillidade desta hipótese à medida que tivermos 
mais casos para estudo. 

Os resultados obtidos nos três subcapítulos acima sugerem 
u:m grande número de tópicos de pesquisa, nwstrando que o 
estabelecimento do método desenvolvido e descrito no Capítulo 
n poderá ser empregado extensamente em invesügação pura, 
bem como clínica. 

Foi êste o nosso propósito fundamental, estabelecido ao 
encerrar o Capítulo I, quando equacionamos o objetivo do 
presente trabalho. 
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CAPíTULO IV 

CONCLUSõES E SUMÁRIO 

1. No Primeiro Capítulo resumimos os processos metabóli­
cos pelos quais o pirofosfato inorgânico resulta no orga­
nismo. Ficou evidenciado que êstes mesmos processos es­
tão incluídos em uma série de rotas bioquímicas essenciais 
para os fenômenos vitais básicos ·da célula. A eliminação 
do pirofosfa.to inorgânico, necessária para a orientação 
dessas rotas no sentido anabólico, é realizada através de 
enzimas hidr•olíticas, as pirofosfátases, as quais são ubí­
quas e podem exercer a sua função sôhre uma larga exten­
são de pH. 
Indicamos a necessidade de uma técnica de dosagem para 
a atividade pirofosfatásica no soro, tendo em vista possí­
veis variações desta, em estados patológicos. 

2. Estabel1ecemos um método pam a determinação da ativi­
dade pirofosfa,tásica ácida, neutra e alcalina e definimos 
a sua unidade de medi,da em face do mesmo método. 
Introduzimos modificações nas técnicas de dosagem do or­
tofosfato ino-rgânico e pirofosfato inorgânico, a última 
considerada essencial. Nesta oca:sião estudamos a influên­
cia de versene no desenvolvimento das respectivas reações. 

3. Verificamos a eX'istência normal ·de Mivida.de pirofosfatá­
sica (ácida, neutra e alcalina) no soro do coelho. A admi­
nistração intraperitoneal de vaselina líquida pr•oduziu au­
mento proporciona•! destas três atividades. Incllllindo no 
tratamento tetracloreto de carbono, que causava a instala­
ção de esteatose hepática, o acréscimo fo1i bastante maior, 
particul•armente na atividade pirofosfatás·ica ácida. 

4. Determinamos os valôres médios ·das atividades pirofosfa-
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tásicas em vinte e quatro indivíduos consideroados normais, 
das quais a mais elevada é a ácida, e estudamos a variação 
da curva de pH .daquelas. 
Assinalamos, à base desta curva, que as atividades piro­
fosfatásicas ·do sôro são pelo menos três, responsáveis pe­
las zonas .de atividade máxima. 
Examinamos igualmente alguns sôros patológicos com o 
objetivo de obter orientação para o desenvolvimento de 
trabalho sistemático neste sentido. Pareceu-nos que em 
neoplasias hepáticas os níveis de atividade pirofosfatási­
cas são significativamente mais elevados. A análise da 
curva de pH de um dêstes sô.ros permitiu verificar a exis­
tência de um quarto componente pirofosfatásico. Suge­
rimos, no caso de confirmação das curva1s de pH, um 
coeficiente pam a avaHação mais apropriada da variação 
patológica do pH. 
Em nenhum dos casos foi observada a existência de pi­
rofosfato inorgânico no soro examinado. 
Durante a discussão dos vários problemas abordados 
experimentalmente, apontamos diversos temas de inve::­
tigação, que rpoderoão ser desenvolvidos a partir do pre­
sente trabalho. 



ABREVIATURAS EMPREGADAS NO TEXTO 

AT1P: Adenosina tri-fosfato (1Aden.-Rib.-P-P-P). 
ADP: Adenosina di-fosfato. 
AMP: A~denosina mono-fosfato (Adenosina - 5 P). 
Pi: Ortofosfato inorgânico. 
R-COOH: Ácido carboxílico. 
R-CO-P: Acila-fosfato. 
Glicose-6 P: Glioose-6 fosfato. 
Glicose-1 P: Glicose-1 fosfato. 
GTP: Guanosina tri-fosfato. 
GDP: Guanosina .di-fosfato. 
CTP: Citidina tri-fosfato. 
Glicerol-P: a-glícero-fosfato. 
PPi - Pirofosfato :inorgânico. 
N-<P-P-P - Nucleosidio tri-f.osfato. 
H-0-X: Compostos hidroxilados, aceptores. 
N-P-0-X: Derivado de nucleosídio monofosfato com 

a:ceptor. 
DPN: Di-fosfato-piridina-nucleotídio 

(Nicot.-Rib.-P-P-Rib.-Aden). 
1lPN: Tri-fosfo-piri.dina-nucleotídio. 
NMN: Nicotinamida-ribose-monofosfato 

(Nicot. -Rib. -:P) . 
F AD: Flavina-adenina-dinucleotidio 

(Fla. -Hib .-~P-P-Rib. -Aden) . 
UTP: Uridina tri-fosfato. 
UDPG: Uridina-difosfo-glicose. 
UDPGA: Uridina-.difosfo-ácido-glicurônico. 
UDPGam: Uridina-difosfo-glicosamina. 
UDPGal: Uri.dina-difosfo-galactose. 
UDPGalam: U ridina ~dif os f o-galactosamina . 
CoA-SH ou CoA: Coenzima A ou 

Pantoteína-P-P-Rib. -Adenina. 
P-P-Rib .-P: 5 fosfo - ribosila - 1 pirofosfato. 
UMP: Uridina 5' monofosfato. 
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