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INTRODUCAO

A polissacarideo fosforilase (E.C. 2.4.1.1.) & uma enzima que
tem papel relevante na regulagac do metabolismo de carbohidratos
pela sua propriedade de catalisar o primeiro passo da sequencia
metabdlica responsdvel pela degradacao do glicogenio e, portan-
to, de controlar os niveis energéticos da célula, fornecendo em
maior ou menor quantidade, energia quimica sob a forma de adeno-
sina trifosfato (ATP).

Dos estudos, scbre os sistemas de fosforilases, importantes pro-
cessos fisiologicos puderam ser compreendidos. Além daqueles ine
rentes a propria enzimologia "sensu lato", eles também abriram o
caminho para a compreensao das bases moleculares da agao hormo-
nal (BUTCHER et al. 1968; ROBINSON et al. 1968), e do mecanismo
de contragao muscular (MOMMAERTS et al. 1959; PEACHLY, 1968;
EBASHI et al. 1969 ; HUXLEY, 1969).

Fete sistema enzimitico foi estudade, inicialmente, nos laboratd
rios dos Cori, em musculo esquelético de coelho, de onde duas
formas da enzima foram purificadas e cristalizadas (GREEN e CORI
19433 CORI e CORI, 19u45). Uma forma ativa foi denominada fosfori
lase a e uma forma totalmente inativa, denominada fosforilase b.
Esta por sua vez apresenta atividade catalitica somente guando
em presenga de adenosina 5'-fosfato (AMP), ¢ que ja havia sido,
demonstrado antes da purificacioc da propria fosforilase b (CORI
e CORT, 1936; PARNAS e MOCHNACK, 1936). £ importante observar que
a fosforilase foi a primeira enzima em que se observou a coexis-
tencia de duas formas, cuja interconversac entre elas exerce pa
pel regulatério fundamental (CORI et al. 19u43).

A atividade enzimatica do sistema de fosforilases depende de pe-
1o menos quatro parametros distintos de acordo com KELLER e CORI
(1955) e FISCHER et al. (1964), sendo estes parametros os seguin
tes: polimerizagdo de mondmero produzindo dimero e tetrameros; a

tivacio do dimerc por fosforilagdo especifica do mesmo; ativagao



por nuclectideo (AMP) e presenca de um grupc prostético, o piri-

doxal-5'-fosfato (P.L.P.) ligado a molécula da enzima.

Procuraremos agora, descrever estces par&metros com maiores deta-
lhes,.

0 grupo doe Cori, demonstrou que a fosforilase b tem peso molecu
lar 250.000 Daltons e a fosforilase a 500.000 Daltons e ainda,
que o tratamento de fosforilase a por p-cloromercuribenzoato da-
va origem a quatro sub-unidades iguais, enquanto que a fosforila
se b pelo mesmo tratamento produzia scmente duas. Os manomeros
apresentavam pescs moleculares da ordem de 125.000 Daltons. Tra-
balhos mais recentes, todavia, (SEERY et al. 1967), demonstraram
que © peso molecular da fosforilase a ¢ na realidade 370.000 Dal
tons, enguanto o da fosforilase b & 185.000 Daltons. A polimeri-
zacdo dos monomeros pruduzindo dimeros e tetrameros parece se fa

zer, através de ligagdes tipo sulfidrila.

0 mGsculo em repouso contém, predominantemente, fosforilase b.
Durante a contracgdo muscular ou sob agao de certos agentes glico
genoliticos como adrenalina, por exemplo, esta & convertida  em
fosforilase a. Uma guinase especifica, a fosforilase b quinase,

catalisa a conversao:

Fosforilase b quinase
Mg+‘§‘

2 Fosforilase b+UATP > Fosforilase a+LADP

|

Serina-O0H Serina-POy

Nesta reagio quatro moléculas de fosfato sdo transferidas do ATP
a quatro residucs de serina da molécula de fosforilase, tornando
~a ativa (KREBS e FISCHER, 1962). As duas formas de fosforilase,
s2o interconvertiveis e a fosforilase b quinase apenas catalisa
a reagao no sentido da formagdo de fosfcrilase a. A reagac no
sentido inverso & catalisada por uma fosforilase-fosfatase alta-
mente especifica, também chamada enzima P.R. (CORI e CORI, 1945)
que catalisa a reacao de fosforilase a em fosforilase b pela ci-

sao da ligagao fosfato-serina da fosforilase a, inativando a en-



zima de acordo com a reacgao:

Fosforilase a + U HQO P.R.

Serina—POq Serina-0H

2 Fosforilase b + 4 I—IZPOLl

Em um sistema onde hd interconversio de duas formas de enzima &
esperado que o acumulo de uma das duas formas possa ocorrer pelo
deslocamento da reagdac em um sentido ou pela inibigao da reagao
no outro sentido. Assim, no caso das fosforilases, o aclimulc de
fosforilase a (ativa), poderia ocorrer tanto por uma maior velo-
cidade de transformagdo da forma b para a forma a, através de
uma ativagdo da fosforilase b quinase, quanto pela inibigao da
enzima P.R. Estudes efetuados em miusculo de animais intactos,
(DANFORTH et al. 1962; KREBS et al. 1964), ou em sistemas purifg
cados . (HURD, 1967), foi demonstradc que o controle da atividade
do sistema de fosforilases ocorre predominantemente através de
ativacdo da fosforilase b quinase e ndo através da inibigdo da

fosfatase,

0 terceirc processoc que a c2lula dispOe para sumentar as concen-
tragbes da forma ativa de fosforilase & através do AMP. Assim,
fosforilase b é totalmente inativa na auséncia do  nucleotideo
enqguanto que fosforilase a tem sua atividade aumentada cerca de
30 a 40% pela presenga do mesmo, (FISCHER et al. 1964). A ativa
gac das formas purificadas da enzima pelc AMP, depende evidente-
mente de varias condigfes, incluindo concentragao do substrato,
presenca de ions metdlicos divalentes, pH, temperatura, etc.
(FISCHER et al. 1970)., O papel fisioldgico do AMP como ativador
das fosforilases tem sido estudado ultimamente por muitos auto-
res. De acoprdo com GERBACH et al. (1963), apesar do AMP intrace-
lular estar sujeito a processos de transformagao, como formagao
de ATP ou inosina monofosfato, sua concentragac poderia estar em
niveis suficientemente altos para interferir na atividade do sig
tema de fosforilases., Todavia, de acordo com MORGAN e PARMEGGIANI
(1964), esta suposta ativacdo pode niZo se verificar em condigoes

fisioldgicas, uma vez que certos inibidores naturais de fosfori-



lase b, como ATP e Glicose-6-fosfato (G~6-P), podem se encontrar
em concentragoes suficientemente elevadas para impedir o efeito
ativador do nucleotideo na celula. Além disso, o AMP parece ndo
ter um compartimento celular onde se acumule preferencialmente ,
enquantc que as enzimas diretamente envolvidas no metabolismo do
gliccgenio parecem estar associadas entre si num COWﬁartlmento

celular bem lecalizado. Evidentemente, o contdcto entre estas on

zimas e o efetor AMP estaria prejudicado por este fato. Destas = -

observagoes pode-se infenrs r que a ativacao da fosforilase b pelc
AMP, comparade com a ativagido da enzima pela fosforilase b qulna

se tem, 30581ve1meute, papel flSlologzco irrelevante, (FISCHER
et al. 1970).

0 gquarto parametro citado acima como controlador do sistema de
fosforilases envolve o P.L.P. Este cofator & indispensavel para
a atividade da enzima (CORI ¢ ILLINGWORTH, 1957). A PemoOgan do
P.L.P. da enzima por tratamento com sulfato de ambnea em meio A-
cido, ou no caso da fosforilaso b por incubagac com cisteina for
- nece a apofosforilase totalmente inativa (FISCHER et al. 1964) .
que pode ser reativada para a forma da holoenzima pela adicac do
cofator que, por sua vez, se combina estequiometricamente com a
mesma, na proporgac de quatro moles de P.L.P. por mol de fosfori
lase a ou dois moles pPcr mol de fosforilase b (BARANOWISKI et al.
1857). FISCHER et al. (1958), demonstraram que a reducao do
P.L.P. ligadc a'énzima§ por borohidreto de sdédio, resulta em per
da de apenas 40% da atividade enzimidtica. Destas chservagdes o0s
autores concluiram que o P.L.F. ndo participa diretamente na re
agao catalisada pela fosforilase. 0 fato ndo tem precedente com
cutras enzimas P.L.P.-dependentes estudadas, cuja redugio do co-
fator leva a total perda da ati ividade (GUIRARD e SNELL, 1964,
FISCHER, 1864). £ pois sugestivo que o papel do P.L.P. esteja

maisg relac&onado com mudancgas conformacionais da enzima, nac par

ticipando diretamente no processo de catalise (ILLINGWORTH et al
1858).

Dos fatores que regulam a atividade do sistema de fosforilases

acima discutidos, o de maior importancia fisioldgica, de  acordo



com FISCHER et al. (1964), & a transformagao de fosforilase b em
&, catalisada pela fosforilase b guinase,

Dada a importancia da enzima para a presente tese, prccuraremos,
rever brevemente suas propriedades.

A fosforilase b quinase também se apresenta sob duas formas: unma
ativa e uma inativa. A interconversao entre elas é regulada por
uma serie de mecanismos, através de diferentes fatores. KREBRS et
al. (1958) estudaram a enzima extraida de misculo esquelético e
relacionaram sua atividade com o processe de contragiac muscular.
Destes estudos, os autores observaram que 0s extratis de musculo
contém a enzima em baixa atividade em pH 7,0. Esta atividade, to
davia, aumenta nos processos de contragao muscular ou por um au-
mento de pH, até 8,2. Quando a enzima purificada no estado 1nat1
Vo & tratada por ions ca**, ou por ilons Mg * na presenga de ATP
e adenosina-3'-5'~fosfato ciclico (AMPc), ela torna-se ative em
pH fisioldgico (KELLER e CORI, 1855; KREBS et al. 1959; MEYER et
al. 1964). Essa ativagdo é acompanhada de fosforilagao de resi-
duos de serina da enzima (KREBS et al. 1964%). 0 papel do AMPec &
acelerar esta fosforilagdo (RILEY et al. 1968). Como o AMPe  s&
conseguia ativar a quinase en preparagces parcialmente purifica
das, KREBS et al, (1964), supuseram a presenga de um mediador en
tre o nucleotideo e a enzima, mediador este que seria eliminado

durante © processo de purificagac. Com efeito, uma proteina gqui-
nase AMPc- dependente gue catalisa a fosforilagao da guinase pelo
AMPe, foi disclada e purificada de mdsculo esquelético de coelho,
(WALSH et al. 1968) e de outros tecicos ‘de diversos animais. 0
mecanismo de ativagdo da quinase pelo AMPc foi melhor  estudado
por KUMON et al. (1972), que purificaram um sistema de proteinas
~quinase-AMPc dependentes de figado de rato. Estes autores veri-
ficaram que estas proteinas, quando estdc associadas a uma outra
denominada proteina-R, apresentam-se inativas. C AMPc, ligando-
se alestericamente 2 esta proteina-R, promove a liberacgdo e con-
sequente ativagdo das proteinas quinaseg que por sua vez catali~
sam a fosforilagac da fosforilase b quinase.




Atravds do mecanismo de ativacio da fosforilase b quinase via
AMPc, agentes de fundamental importancia metabdlica podem deter
minar um acumulo de fosforilase a nos tecidos ¢ contribuir para
o aceleramento do fluxo glicogenolitico. £ desta forma que a a-
drenalina, o glucagon e as metilxantinas ativam a fosforilase b
quinase. 0 aumentc do AMPc DOY agac desses agentes foi demonstra
do "in vivo" e em coragles perfundidos (MURAD et al. 1962 ;
BUTCHER e SUTHERLAND, 1962 ; BEAMMERMEISTER et al. 13965; ROBINSON
et al. 18865; DRUMOND e DUNCAN, 1965). Todavia, os processos pe-~
los quais © nuclectideo cfclico esti aumentado c¢iferem entre si.
Assim, a adrenalina e glucagon estimulam a formacao do nucleoti-
deo por estimulagdo da adenil ciclase, enzima que catalisa a
transformagac de ATP em AMPc (SUTHERLAND e RALL, 19603 RALL et
al. 1863), enquanto que as metilxantinas condicicnam um aumento
do AMPc, inibindo a fosfodiesterase, enzima responsavel pela sua
deciclizagdo e transformacio em 5'-AMP (BUTCHER e SUTHERLAND,
1962). 0 tratamento prévio com bloqueadores de receptor-f-adre-
nérgico (dicloroiscproterenocl, pronethalol, propanclol), impede
o acimulo do nucleotideo ciclico em coragac de cdo, de ratos e
em misculo esquelético tratados por adrenalina (MURAD et al.
1962; POSNER et al. 1965; DRUMOND e DUCAN, 19663 KRAUSE e
WOLLENBERGER, 1867; WOLLENBERGER et al. 1969). A intima relacio,
pois, entre o AMPc e a adrenalina cs+3i estabelecida. Tcdavia, o
Processo parece nac ser universal, uma vez que o estimulo elétri
co ou & contragac muscular, que também condicionan acentuado au-
mento de atividade de fosforilase b quinase (HELMREICH, 18653,
nao sao afetados ﬁele tratamento prévio com bloqueadores de re-
ceptores B-adrenérgicos, e nem o contedde de AMPc se encontra al
terado pela agaoc deste tipo de estimulo nos animais normais -
(DANFORTH et al, 1362 ; POSNER et al. 1965). No caso de estimulo e
létrico, a ativagio da fosforilase b quinase parece nao se  dar
pela via'adranérgica descrita., DRUMOND et al. (1969), sugerem a
participagdc de ions Ca' @ em tal ativagdao. No processo de contra
¢ muscular, ions ca't s3s liberados no citoplasma e a fosfori-
lase b qQuinase encontra-se mais ativa (EBASHI et al. 1968
FISCHER et al. 1970).

frd
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Um outre mecanismo de ativacao da fosforilase b gquinasec parcial-
mente purificada € pols, atravds da adigdo de ions Ca’ ' (FISCHER
e KREBS, 1955). MEYER ¢t al. (1964), verificaram que a quinasc
suficientemente pura nac mais apresentava ativagao pelo Cileio, a
menos que um fator proteico, removide durante a purificagdo, fos
se readicionado a preparagio. Esta Gltima proteina denominada fa
tor ativante da quinase (KAF), foi identificeda em misculo esque
lético (HUSTON e KREBS, 1368) o en misculo cardiaco (DRUMOND et
al. 1965, DRUMOND e DUNCAN, 1988), como uma enzima proteolftica

Caleio-dependente que promovia uma ativacao irreversivel da qui-
nase através de uma protedlise parcial (HUSTON o KREBS, . 1968;
DRUMOND e DUNCAN, 1968). A irreversibilidade deste processo con-
tribuiu para afasta~-loc como relevante no mecanismo de centrole fi

sioldogico (FISCHER et al. 1970). © interessante observar gque a

tripsina e a quimotripsina tem o mesmo efeito do KAF, (RALL e
SUTHERLAND, 1958; KREBS et al. 196u).

de OZAWA et al. (1967); KREBS et al.

Experiencias mais recentes
(1969), contudo, revelaram
. ++ ) - - _

que a adigao de La em baixas céncentragees, ate 10 7M5 pode-~

ria promover a ativacgic da fosforilase b quinase independentemen

te de qualquer outro fator. Em vista de concentragdes extremamen

. . ++ . .
te baixas de ions Ca serem capaz de ativar a enzima, os auto-
res sugeriram a participacao deste mecanismo nos processos fisic

18gicos,

A decisao entre a importincia do AMPe e dos ions Ca' ' nos proces
sos fisiologicos de ativaclo da fosforilase b quinase tem  sido
objetoc de estudo de inlUmeros pesquisadores. Assim, NAMM et al.
(19583, perfundindo COragoes com meio isento de Ca++, nao conse-
guiram aumento de producio de fosforilase & pela adicao de adre-
nalina. f importante notar que a adrenalina causou considevdvel
aumento nos niveis de AMPe das preparagoes. Por outro ladc, quan
do o ca*’ era adicicnado ac perfusato no lugar da adrenalina, um
aumento da fosforilase a era verificado sem que os niveis de
MNP

—~
735 C8E

preparagoes se alterassem. Estas observagoes demonstram
. ; 4 - .,

¢ importante papel de ions Ca para a atividade catalitica de
fesforilase b quinase "in vive", que se passa pois, independente

mente de qualquer fosforilagfo prévia da enzima, mediada Do



AMPc, Este processo reversivel de ativagac da quinase por Ca
parece estar associade ac processo de contragao muscular que tam
bém requer ions Ca’' (EBASHI et al. 1969). J5 astd estabelecido
que a contragao muscular é iniciada rela liberagac de ca*t o re
ticulo sarcoplasmdtico e, que apds a contragio, ions Ca’t S20
reabsorvidos pelo mesmo reticule sarcoplasmatico em um processo
dependente de energia sob a forma de ATP, (MOMMAERTS et al. 1959
EBASHI et al. 1969; FISCHER et al. 1970).

ol - -
Da mesma forma que o reticulo sarcoplasmatico, outra organela ce
lular envolvida no transporte de ions Ca

-

+3 = a mitocondria
(LEHENINGER, 1970; REYNAFARJE e LEHNINGER, 1969, 1973). Assim, au
rante o transporte de eletrons ao nivel da cadeia vespiratdria |,
hd uma transferéncia acelerada de icns Ca’tt do citoplasma para o
interior da mitocondria, (LEHNINGER, 1970). Em consequencia, ha
uma diminuigdo da concentragio desses ions no citoplasma. Eviden
temente, o0s processos fisloldgicos, cujas atividades sio Ca++wdg
pendentes, devem sofrer alt eracoes consequentes a esses mecanis
mos de regulacac. Assim, de acordo com CHANCE, (1965); LEHNINGER
(18705 CARAFOLI e LEHNINGER, (1371); BATRA, (1873), além dos pro
cessos celulares como glicdlise, re espiragas, ete., o transporte
de Calcio pela mitocondria exerce também um papel regulador do
clclo excitagac-relaxamento do misculo. Desta forma tanto o ?eti
culo sarcoplasmiatico come a mitocondria seriam responsaveis pela
liberacgdo e reabsorcic de Ca ' no citoplasma, ambos contribuindo
para o controle dos processos fisiologicos referidos (CARAFOLI
et al. 1969; HAUGAARD et al. 1969).

Em alguns tipos de musculo, como o cardiaco ¢ o esquelético ver-
melho, onde existe relativa abundincia de mitocondria em compara
¢ao com o reticulo sarcoplasmidtico, as mitocondrias teriam papel
prepornderante (HAUGAARD et al, 1969). De acordo com FISCHER ot
al. (1970), a liberacgdo de ca** no citoplasma funcicna como ur

denominador comum ou fator controlador entre a contragac muscu-
la

ﬁL}

e a ativagao da fosforilase b quinase.

h\

ilém do sistema de fosforilases, outros sistemas de fogfogquina-

4



ses @stac envelvidos no controle da glicogendlise muscular.  As
outras fosfoguinases desta via metabdlica tem,talves, papel tao cu
mais importante que a DPOp ia fosforilase b guinase, Alias, fica
dificil decidir qual das fo sfoquinases € a mais ou menos impor-
tantes, uma vez que o processo glicogenclitico € altamente com-
plexo e certamente estas quinases estao interrelacionadas no con
trole do mesmoe (LOWRY et al. 1964%; HELMREICH et al. 1965). A fog
forilase b quinase como vimos, catalisa a ativacao do sistema de
fosforilases, proporcicnandc maior contetdo de fosforilase a que
por sua vez, promove a catalise do primeiro passo da sequéncia
metab&lica, produzinde glicose-l-fosfato (G-1-P) pela fosforila-
gao do glicogénio. A fosfofrutoquinase, por sua vez catalisa a
formagao de frutose-~l,6-~difosfato, a partir de frutose-6-fosfato
(F-6-P) ¢ do ATP. A piruvato quinase pelo fate de formar ATP  ao
nivel do substrate também tem efeito controlador (HESS e BOITEUX
1971).

Agentes como adrenalina e glucagon, promovem estimulo da glicoge
nélise sem correspondente estimulo da glicdlise, o que faz cCon
que haja acumulo de ésteres fosfiricos nos tecidos (HELMEREICH, et
al 19643, MANSOUR, (1972), estudando o efeitc da adrenalina sobre
a fosfofrutogquinase, observou que esta enzima s& era ativada pe-
lo hormonic por efeito secundiric ao aumento de AMPe e de Ssteres

fosforicos, devido a estimulaga5 priméria da adenilciclase ¢ da

=

fosforilase b quinase. Desta mancira a producio de dcido ldctico
pela adrenalina nao era proporcional a formaglo dos Esteres fos-
féricos, ao contridric do gue ccorre com o estimulo elétrico onde
as duas enzimas, fosforilase D quinase e fosfofrutoquinase Sa0
estimuladas simultaneamente, permitindo um alto fluxo glicogeno-
1itico com 5pande produgio de acide ldctico (PASSONEAU e LOWRY,
1964). O mecanismo proposto para explics

B
i

£

o estimulo elétrico pa
rece ser também verdadeiro para o caso da anoxia (MORGAN [ PARMIG
GIANT, 196u).

CORNBLATH ¢t al. (1963), estabeleceram as diferengas entre o cs-

I

timule da glicogendlise pelo glucagon ¢ pela andxia. Lss

auto-

e
res, trabalhendo com coragoes perfundidos, verificaram gue © au
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mento de dcido ldctico era maior em consequencia da andxia que
pela acao do glucagon, embora o aumento de fosforilase a fosse
malor pela acaoc do glucagon. Os autores interpretaram esgses acha
dos, como sendo devido a uma ativagao da fosforilase. b pelo AMP,
uma vez que este nucleotideo estava aumentado pela andéxia, en-
quanto que a G-6~P e o ATP, que sic inibidores da ativacgao da
fosforilase b pelo AMP, estavam em niveis baixos, nestas condi-
¢oes. Todavia, a luz dos conhecimentos atuais, este fendmeno po-
de ser interpretado mais como uma estimulacao da fosfofrutoquina
se, devido @&o baixo conteudo de ATP encontrado na célula em con-
digoes de andxia (MAYER e WILLTAN, 1967). Durante o processo de
andxia, os niveis de ATP czlulares sac extremamente baixos, uma
vVez que,nestas condigoes, a célula utiliza *ode ATP disponivel
para seus processos vitais e a regeneragac do mesmo esta dificul
tada. Em consequéncia, as concentragoes de ADP, AMP e Pi estao
elevadas (REGEN et al. 196u).

E conhecido o fato de ser a fosfofrutogquinase controlada pelas
razoes: ADP/ATP, AMP/ATP e Pi/ATP (PASSONEAU e LOWRY, 1982).
Quando estas razdes sio altas, a enzima fica ativada e em conse-
quencia a esta ativagao, os niveis de G-6-P e F-6-P, substrato

natural da enzima, encontram-se diminuidos. Em experiéncias de
anox1c, com efeito, o que se constata € um abaixamento dos ni-
vels de G-8-P na celula. Quanto a piruvato Qulnasc, esta também
¢ inibida por ATP e ativada por ADP, além de frutose- ~1,6~difosfa
to. Como estas enzimas representam passos limitantes da velocida
de da glicolise (HESS e BOITEUY, 1371), suas ativagbes mantém um
alto fluxo glicolitico, e pode explicar a diminuigao de éstercs

fosfiricos em coragoes perfundidos em condigoes de andxia (MORGAN

& PARMEGGIANT, 1964), bem como o grande aumento na producac  de
acido lactico gncontrado.

bntre os agentes glicogenoliticos o Z,4-a-Dinitrofenol (DNT)

titui te ha pouco, motive de controvérsia na literatura,
s de HALL, (1947); THER e MUELLER, (18540 revela-
ga condicionava um estimulo da glwcogenollee dim3i -

* > i
vels de glicogenio muscular e hepatico = PropoOreico-
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nande um aumento do conteldo de Acido lAactico correpondente. To-
davia, uma persistente inibigdo da fosfordlise do glicogenio era
encontrada nos extratos dos animais envencnados. As experiencias
de CORI e ILLINGWORTH, (1856), om mUsculo isclado, revelaram que
quando o DNF era administrado om concentracdes finais de 1075M,
nac havia alteragio significativa na atividade do sis tema de fosg
forilases, porém, c¢m doses de 16“3M3 a droga causava uma sensi-
vel diminuigao no conteltdo de fosforilase é.'O aumente de consu-
mo de glicogénio, pela droga, nao foi entio explicadc por estes
autores como sendo devido a estimulagﬁo do sistema de fosforila-
ses, sistema considerado na ¢poca  fundamental no controle da
glicogendlise, uma vez que, sua cstimulagac era fato persistente
pelos cutros agentes glicogenoliticos estudados (adrenalina, glu
cagon, metilxantinas, estimulc elétric oo, choques tetanicos, eto)
SEGAL ¢ BLAIR, (1959), demonstraran que tanto o DNI comoc o sali-
cilato de Sédi@a que promoviam uma rapida perda de glicogénio
muscular, determinavam uma inibicdc da atividade do sistema  de
fosforilases, por diminuir o conteldo da forma ativa da enzima .
Esta diminuigao de fosforilase a também fol constatada por GON-
CALVES e TOCESI, (1967). ILsses ultimos autores, contudo, conse-
guiram demonstrar que somente a fosforilase b era inibida  pelo
DNE ¢ pretenderam, explicar, pelo menos, que a droga nac inibila
a glicogendlise, uma vez que a fosforilase b nao tinha papel re-
levante neste processo. Zvidentemente, esses achados nio contri-
buiram para explicar o efcito glicogenolitico do DNF, pele con-
trario, langaram mais ddvidas e controviérsia ao fondmeno. Porén,
FOCEST et al. (1969), usando animais envencnados com DNF e deter
minando a atividade do sistema de fosforilascs em condigoes tais
que evitavam efeitos colaterais ind esejaveis da droga sobre as
determinacgoes, dtmonstraram um aumento no contedde de fosforila-
§e¢ & as custas de uma ativagao da fosforilase Q auinase. Toda-

via, quando a droga c¢ra administrada a extrato de tecidos esta

cava (I'OCE et 1 19683}, Os resul
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eriencias realizad

'tﬁ
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in vivo" trouxeram pela primeira vez uma ex plicagac razoavel pa

ra o aumento do consumo de glicogénio causade pela droga quando

administrade a animais ou a preparacoes de tecidos. Porém, guan



do se comparava o efeito glicogenolitico do DNF com aquele da
adrenalina, importantes consideracles podiam ser estabeléZidas.
Assim, o DNF era muito mais glicogenolitico que a adrenalina, pe
la avaliagao dos niveis de lactato teciduals, apezar desta ulti-
ma proporcicrar niveis de fosforilase a4 multo mals elevados. Des
tes resultados ficou sugestivo que no caso do DNF, outros fatores
além da ativagZo do sistema de fosforilases deveriam estar en-
volvidos no mecanismo de sua agdo, pois os niveis da fosforilase
a nac explicavam o alto conteldo de Acide lactico encontrade nos
animais envenenados. Entre estes fatores, os que nos pareceram
mais impcrtantes foram aguelcs relacionados com sua propriedade
desacopladora de fosforilacio oxidativa (PEISS e FIELD, 19us8,

LARDY & WELLMAN, 1952; LOOMIS o LIPMAN, 1948+ DAUDOVA e SHVETS ,
1973) ¢ © seu efeito ATPasico (LARDY ¢ WELLMAN, 1953). A somaté-
ria destes fatores proporcicnam baixos niveis de ATP na célula o
a glicogendlise poderia estar cstimulada em consequencia das ale-
teragoes causadas pelos baixos niveis energéticos intracelula -
regs. Com base nestas consideracdes e com finalidade de postular
uma explicagde para ¢ mecanismo de acdo glicogenolitica do DNF,
realizames uma série de experiencias, cujos resultados julgamos,

rderam contribuir, de alguma forma, para esclarecer ceste fcnome

no tao discutide ¢ da maior importancia bioldgica, uma vez que
meCcanismos universais como Efeito Pasteur, por exemplo, estdo im

plicados diretamente no problema.




....]_ 3 —
MATERIAL F METODOS

PURIFICACAC DE FOSFORILASE b DE MUSCULO ESQUELETICO DE COELHO

Inicialmente, esta enzima era preparada pelo método de CORI et
al. (1955), a partir de fosforilase a obtida de misculo esqguele-
tico de coelho e transformada em fosforilase b por reagao catali

sada pela enzima P.R. 0 método simplificado por FISCHER e

KREBS, (1958), possibilita a preparacio da enzima diretamente a
partir do musculo.

Procedimento

1. Preparcgac do extrato de miseulo - Un coelho adulto era anes-—
tesiado com Nembutal e o sangue drenado pelas veias jugularaes. O
misculo do dorsc e das patas posteriores eram cortados, pesados
e moidos em maquina de moer carne, a temperatura ambiente. Para
cada 100 g de musculo moido, adicionava-se ainda & temperatura
ambiente, 100 ml de agua destilada. Em seguida, a mistura erva a-
gitada durante 10 minutes, filtrada em gaze dupla, e o filtrado
recolliide em banho de gelo. Jesta primeira extragac obtinha-se
uma quantidade pequena de filtrado. Fazia-se una segunda extra-
gao, cclocando-se igual volume ao anterior, de agua destilada
(259C), por 10 minutos e filtrava-se como anteriormente, Uma ter
C

celira extragac era foita adicionando-se a metade do volume ante-

rior de agua dostilada. Og filtrados, reunidos em um bequer em
banho de gelo, eram finalmente filtrados através de algodio  de
vidro, paz remover particulas de gordura.

II. Precipitagﬁo:iserétrica - 0 pH do filtrado era ajustado pa-
ra 5,1-5,2 adicionando-se cuidadosamente CHéCOOH 1,08 mantendo-
se o liquide em continua agitagac. Observava-se, entao, um aumen
to de turvagao scguida de floculagio. ApSs um repouso de 5 minu-
tos em banho de geloc a 0°C, removia-se o precipitado por centri-
fugagac a 1370 g por 45 min. a 0°C. O 1iguido sobrenadante cra

-

filtrado através de papel de filtro Whatman n® 3MM para remover
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residuocs e particulas e¢m suspensao. Posteriormente, ajustava-se
o pH para 6,8 pela adigdo de KICO, sclido.

ITI. Preecipitagao com sulfato de amonea - Para cada litro do fil
trado, adicionava-se 700 ml de uma solugao saturada de sulfato
de amoneca pH 6,8 tornando-o assim, 41% saturado. Casc o pH da
mistura estivesse abaixo de 6,8, KPCO3 solido era adicionado pa-
ra mante-lo ne ste pH. A mistura era deixada em repousc a 3°C ¢,
no dia seguinte, decantava-se o sobrenadante e ¢ precipitado era
centrifugado (0°C). Apos a centrifugagao, adicionava-se ao preég
pitade cerca de 10 ml de agua destilada (25°C), para cada 150 g

de misculo moido. A solugdo cra dialisada por uma noite (3°9C)
contra 8 litres de tampao tris 0,001M pH 7,5.

IV. Tratamento térmico em pH elevado - A solugac de proteina dia
lisada, as seguintes solugoes eram adicionadas:

1. Cisteina 0,3M pH 7,0 recentemente preparada, para uma molari-

dade final de 3x1072M;
2. EDTA sddico 0,1M pH 7,0 para uma molaridade final de 5x107'M;
3. Tampao tris 2M para elevar o pH ate £,8.

4 mistura era entao incubada a 37°C durante uma hora, resfriada
e, posteriormente, levada a pH 7,0 com acido acético 1,0N. Se

fosse observada alguma turvagao, centrifugava-se a solugac e eli
minava-se o precipitado.

V. Cristalizagdo e reeristalizagde - ApOs a incubagdo da solugdo
a 370C e rasfriameﬁto, solugoes neutras de AMP 0,1M e acetato de
magnésio 1,0M eram adicionadas de mcdo que a concentragao final
dessas substancias fossem: AMP 0,001M e Mg**t 0,01M. ApGs resfria
mento a 09C, a enzima comegava a cristalizar num processo que

continuava atingindo o maximo dentro de & horas.

ApOs este tempo, separavam-se os cristals por centrifugaczo @
8.000 x g durante 20 minutos a 0°C e dissclvia-se em 100-120 ml
de cisteina 0,03M pH 7,0 (30°9C), para cada 1000 g de misculo usa
do inicialmente. O AMP e o acetato de magnésio eram adicionados

como anteriormente. Geralmente, repetia-se o processo de recris-




“«15-

talizagao varias vezes,

PURIFICACAO DE FOSFORILASE b QUINASE INATIVA DE MUSCULO DE COE-
LHO

0 processo de KREBS et al, (1964) & fundamentalmente baseado em
centrifugagaoc diferencial a baixa temperatura.

Procedimento

I. Preparagaoc do extrato de misculo -~ Uma coelha de 3-4 kg era
anestesiada com 200 mg de Nembutal ¢ decapitada para permitir es
coamento do sangue. Os misculos das batas traseiras e lombares
eram extraidos, resfriados em gelo picado ¢ moidos na camara
fria, em maquina de moer carne doméstica. 0 misculo era pesado e
imediatamente homogenizado com 2 8 volumes (litro/kg), de solu-
¢ao neutra de EDTA 4x1073M a COC por 1 minuto, em liquidificador.
0 homogenizado era centrifugado a 09 durante 40 minutos a &.000
X g. U sobrenadantc decantade era filtrado em algodac de vidro
para remogao do material lipidico.

II. Tratamento em pH facelétrice ~ O pH do extrate gelado que esg
tava em torno de 6,5-6,7 era ajustado para 6,1-6,2 pela adicgdo
vagarosa e com agitagac, de dcido acético 1N, tornando-se, mode-
r damente, turve. Depois de ser mantido em banho de gelo durante
5 a 10 minutos, a mistura era centrifugada a 0°C durante 30 minu
tos a 4,000 g. O precipitado era suspensc em volume mais ou me-
nos igual de tampao B-glicerofosfato 0.,10M - EDTA Qxl@“sﬁ - pH
8,2. Apds dissolugio da enzima, juntava-se mais 165 ml de solu-
gao tampao B-glicerofosfato 0,05M ~ EDTA 2x10"3M, pHE 7,0 para ca
da kg de misculo usado inicialmente. Procedia~§e, entac, homoge-
nizag@o final a 0°C, usando aparelho Potter-Elvenhjl para assegu

Tar una completa mistura o £3

dispersac do material. O pH fi-

~

ina
nal devia estar ontpe 6,8 @ 7,2,

III. Zentrifugagio ~ Esta suspensao era centrifugada a 80.000 x

g durante 90 minutos a 0°C ou a 30,000 rpm, usando-se rotor  n¢
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230 da Spinco Model L, preparativa. 0 sobrenadante 1impido ("30-
Supernatant fraction) era decantade e levado ao congelador a
~150C, imediatamente. Nessa fase a enzima estava parcialmente pu
rificada e passivel de ativagio pela incubagao com AMPe, pois a
proteina quinase AMP ciclico dependente ainda estava presente na
preparacio '

PREPARACAQ DE FOSFORILASE b COMO SUBSTRATO DE FOSFORILASE b QUI-
NASE

A fosforilase b para servir de substrato a quinase, deve estar

i~ ~ 4
em concentragac elevada e conter a menor concentragao pessaivel
de AMP.

Procedimento ~ Cristais de fosforilase b, obtidos por centrifuga
cao a 8.000 x g por 20 minutos a 09C, eram dissolvidos em volume
adequado de solugao de cisteina 0,03M pH 7,0 i temperatura ambi-
ente. Caso houvesse precipitado, este cra de cistina e era elimi
nade por centrifugacac a 8.000 x g por 20 minutos a 25-300C. A
recristalizacaoc iniciava pela adicao de acetato de magnésio 1M e
de aMP 0,1M pH 6,8, de modo que suas concentragtes finails fossenm
respectivamente de 10 mM ¢ 0,1 mM. A suspensac era conservada em
banho de gelo ate o dia seguinte.

Antes do uso, separavam~se os cristais por centrifugacgzo e pre-
parava-se solucao de fosforilase b de concentragao 20-25 mg/ml
em tampac de cisteina 0,03M pH 7,0. (Desprezava-se a cistina, se

houvesse, por centrifugagdo & temperatura ambiente).

£

" PURITICACAO DA DESIDROGENASE LACTICA DE GCORACAQ DE BOI
4 enzima @ purificada pele método de SCHWERT et al. (1962, 8
partir de gé de boi por um processo envolvendo principalmen

te precipltagoeﬁ fracionadas a baixa temperatura.
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Procedimentoe

1. Preparagac do extrato - Unm coragaoc de boi, era congelade ime-
diatamente apos abate no matadouro, conservado en camara fria,
bem como todas as solugdes a serem usadas na preparagac. 0 orgioc
. T
era cortade em pequenos pedages e a enzima era extraida com 2,4
litros de agua gelada, durante uma hora, com agitagao ocasional
E 5 5 & .
atraves de uma espatula de louca. O extrato era filtrado com au-
xilio de 4 camadas de gaze e o filtradce conservado em banho de
gelo a 009C. Adicienava-se, entio, 0,5 ml de tampao acetado 0,8M
pH 4,0 para cada 100 ml de filtrado.

II. Tratamento com aleool e¢tiiteo - Cuidadosamente e por etapas ,
para que a temperatura nao subisse acima de C@C, etanol préweg
friadc a -20°9C era adlicionade ao extrato na proporcao de 1 ml de
etancl para cada 2 ml do filtrade (o pH do filtrade deve estar
em torno de 5.,2). Apds a adigdo, a suspensdo alcodlica era manti
da em repouso em banho de gelo na camara fria por 2 horas. 0 pre
cipitado era entio separado por centrifugagiao a 4.000 x g por 15
minutos a 0°C e suspenso em 400 ml de tampac fosfato 0,1M pH
6,95 a 09C. A suspens3oc era homogenizada com auxilio de um liqui
dificador doméstico, manténdo~se a rotagac minima, durante 5-10
minutos. Apds este tempo, a suspensic era centrifugada a 9.000 x
g por 20 minutos a 09C. Caso nac fosse suficiente repetia-se a
centrifugagac, desprezava-se a fragao insollvel e o sobrenadante
com atividade da desidrogenase poderia ser mantido por mais de
uma semana a §OC.

HII. Tratamento por sulfato de amdnea - Para cada 100 ml do so-
brenadante adicicnava-se cuidadosamente 43,3 g de sulfato de amo
nea purificado, com constante agitacio através de agitador magné
tico e em banho de gelo a 09C, Apos a adigio, deixava-se a sus-
pensac em repousc durante uma noite. Na manhZ seguinte, um preci
pitado volumoso era formado. 4 solugdo de gulfato de amdnea cor-
respondia a 0,6 de saturagao. A suspensio era centrifugada a
11.000 x g por 20 minutos a 000 {repetia~se a centrifugacac, an-

8O essa nac fosse suficiente) ¢ o sobrenadante era despre-
zado.
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0 precipitado, que continha sulfato de amdnea 0,6 de saturacio,
era suspenso em 200 rl de tampao fosfato 0,1M pH 7,0 e o volume
final da mistura era medido. O volume, que excedia a 200 ml, cor
respondia ao volume de precipitado cuja concentragac era 0,6 de
saturagac de sulfato de amdnea. A segulr, preparava-se uma solu-
gao 0,9 de saturagio de sulfato de amdnea em tampio fosfato 0,24
pE 7,0 (900 ml de solugdo saturada de sulfatc de amdnea mais 100
ml de tampac fosfato 2M pH 7,8). A sclugao passou a ser denomina
da - solucgao 0,9. Calculava-se, entac, o volume da solugao 0,9 a
ser misturada com a suspensio acima, de modo que a mistura final
ficasse & 0,3 de saturacdc de sulfato de amdnea.

A solugao com 0,3 de saturagio de sulfato de amdnea era centrifu
»2da e © precipitado formado era desprezado. Media-se exatamente
o volume do sobrenadante e adicionava-se, gota a gota, e com agl
tagaoc constante, igual volume de solugdo (0,9 a temperatura ambl
ente. Evitava-se, porém, temperatura superior a 259C. Apos a adi
¢ao, continuava-se a agitagao por cerca de mais 5 minutos. A so-
lugdo final tinha concentracdo 0,6 de saturagac de sulfato de a-
monea. Separava-se e desprezava-se o sobrenadante DoOr nova cen-
trifugagde a 11.000 x g por 20 minutos a 50C. Dissolvia-se o pre
cipitado com 100 ml de tampao fosfato 0,1M pH 7,0. Em seguida,
adicionava-se solugao 0,9 em quantidade necessaria para aumentar
a saturagio de sulfato de amdnea para 0,3 de saturagao, conside-
rando-se a saturagao do precipitado inicial. Apbs a adigdo total

deixava-se agitando por cevca de mais 5 minutos e em repouso por

30 minutos. Separava-se e desprezava-se o precipitado formado
por centrifugagao a 11.000 x g por 20 minutos a 5°C. 0 scbrena-
dante era limpide e amarclado. Nova adigdo de solugdo 0,9 cra

féita, como anteriormente, de modo a aumentar a saturagao de 0,4
para 0,5 de saturagac. Apds a adicac, continuava-se a agitacdo -
por mals uma hora. Mantinha-se a solugio na cdmara fria em repou
§0 por uma noite. Na manha seguinte, formava um precipitadc que
a sgparade por centrifugagac a 22.000 x g por 10 minutos a 50¢
ou a temperatura ambicnte. Desprezava-se o sobrenadante & suspen
la-se o precipitado em 20 ml de tampao fosfato 0,1M, pH 7.0. De
e

sels ml de solugac 0,92 eram adicionados, gota a gota, com agi-
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tagéo por cerca de uma hora o deixava-se em Tenousoc por mais ou’
menos uma hora, na camara fria. A suspensac era centrifugada &
22.000 x g por 10 minutos e o sobrenadante era tratado com 3.2
ml de solugac 0,%, gota a gota, sob constante agitagao. Mantinhea
-se em agitac¢ao durante uma hora ¢, posteriormente, levava-se a
camara fria onde era mantido até o dia seguinte. 0 precipitado
era centrifugado a 22.000 x g por 10 minutos o suspenso em 20 ml
de tampao fosfato 0,1M pH 7,0. Adicionava-se novamente soclucao
0,9, gota a gota, com agitacdo constante, a 25°C, até que se ob-
cervasse turvagac {era necessaric cerca de 18 ml de solugaoc 0,9)
e continuava-se a agitagdo por cerca de 15 minutos, deixande em
TEPoOUsSO por mais ou menos 24 horas. Neste tempo podia-se notar a
presenca de cristais brancos. & enzima cristalizada podia ser
conservada na mesma solugao a 0°C. Geralmente a atividade enzima

tica, nessas condigoes, era mantida por mulitos meses.

PURIFICACAC DA DEAMINASE DE ACIDO 5'-ADENTLICO

A enzima era purificada de musuclo esquelético de coelho pelo mé
tode de NIKIFORUK e COLOWICK, (1955), por um processo gue envol-
via a adsorgdo da enzima por alumina Cy seguido de fracionamen-

to por sulfato de amonea amoniacal.

Procedimento

I. Preparagao do eztrato - Misculo das patas traseiras ¢ lomba-

res de coelho era congelado, moido, lavado quatro vezes com qua-
tro volumes de NaCl 0,5% e filtrado através de dupla camade de
gaze. A deaminase era extraida do residuo incolor por agitacio

ocasicnal com um volume de solucao de NaHCO3 2% gelada, por uma

hora, e filtrada através de papel de filtro Whatman n% U {fra-~
cao 1). '
1T. Adeorgac da Deaminasc por alumina - Alumina Cy (peso seco

0,025 g/ml) era adicicnada vagarosamente & frac3o 1 com agitacdo

- . . . -~ ol
continua. Cinguenta ml de alumina por litro da fragao 1 era usu-
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almente suficiente para uma completa adsorcgdoc. A suspensio  ers
mantida a 8°C por 15 minutos, com agitacdes ocasionais. Em segui
da era centrifugada a frio. O sobrenadante fluide era desprezado
¢ a deaminase era eluida a 300C com NazHPOu 1M, usando~se 50 ml
por litro da fragao 1. 0 eluato era mantido no gelo pera permi-
tir a cristalizacao de todo o Na,HPO, que era, em seguida, cen-
trifugado e¢ desprezado.

I1I. Pracionamento com sulfato de amonea amoniacal - Uma SO&ug%O
de sulfato de amdnea saturada a 0°C e ajustada a pH 7,8 com 0,01
volumes de hidrdxido de amdnea 0,18M era adiciconada vagarosamen-
te ao eluato a 09C até obter-se 0,27 de seturacdo. Apds centrifu
g§§50 O sobrenadante fluid@ cra entac levado a 0,45 de saturagas

@, apés centrifugagao, esta fracao era dissoclvida no menor volu
me possivel de NazHPOq 0,1M. Esta preparacao pode ser mantida du

rante & meses a 49C, sem  perda apreciivel da atividade.

PURIFICACAD DE MIOQUINASE

A purificagao da Mioquinase € bascada no método descrito por
COLOWICK e XALKAR, (1943), que se baseia na adsorgido dc  impupe-

228 proteicas por alumina Cy, seguida de fracionamento com dcido
triclercacético.

Procedimento

I. Preparagdo do emtrato - Misculo egsqueletico de coelho era con

elado, moido e extraido duas vezes com um volume de KOH 0,03M
I

EDTA 0,002 gelado. A terceira extracao era feita com 1/2 volume
de EDTA 0,02M.

II. Aeidificagao ¢ aquecimento - O extrato era acidificado com
0,05 volumes de HCL 2,0M e aquecido tdo rapidamente quanto possi
vel até 90°C. Depois de 3 minutos 1 esta temperatura, a solugao
era resfriada rapidamente e neutralizada com NaOH 2M. O precipi-

tado volumeso formado era removido por filtracio. O filtrado tor




nava-se cerca de seils vezes mals puro, com relaciao ao extrato
inicial. A esta solugdo adicicnava-sc Alumina Cy (peso  seco
0,025 mg/ml), na proporgao de 1 ml:5 ml do extrato para adsorver
proteinas inativas. Depois de uma hora a temperatura ambiente, a
mistura era centrifugada. A mioquinase permanecia no sobprenadan-
Te.,

IIT. Fracionamento com dcido tricloroacético - Para cada 10 ml
do sobrenadante do passc II, juntava-se 0,25 ml de T.C.A. 10% .e
© precipitado era desprezadc. Ao sobrenadante fluide juntava- se
mais 0,5 ml de T.C.A. 10%. O precipitado era entio separado por

centrifugagao, dissolvido em dgua e dialisado contra sclugao de
sulfato de aménea 2%.

Apbos esta (ltima fase, a enzima encontrava-se cerca de 14 vezes
mais pura em relagac ao extrato inicial o podia ser mantida a
baixa temperatura, durante varios meses, sem perda apreciivel de
sua atividade.

PURIFICACAC DE APIRASE DE BATATA

A apirase de batata fol purificada pelo método de KALKAR, (1ouy)
modificado por KRISHNAN, (1955), num processo envolveldo precipi

tagao fracionada por sulfato de amdnea a baixa temperatura.

Procedimento - Um quilo de batata descascada era moida no "Waring
Blendor'" com 1 litro de KCN 0,01M pH 7,0. Em seguida. a suspen-
sao resultante era filtrada, através de dupla camade de gaze e
centrifugada a frio. A enzima ficava no sobrenadante e era preci
pitada pela adigdeo de 450 g de sulfato de amdnea Ffinamente moido
para cada litro de extrato, com agitacao constante. © material
precipitado era filtrado por gravidade, atravis de papel de {il-
tro Whatmann n® 1 ¢ mantide em banho de gele durante a noite. No
dia seguinte, o material solido era suspenso em agua, dialisado

a frio contra agua dectilada corrente durante 24 horas. Tm  Sc-

guida, era centrifugado e o sobreradante reprecipitado com sulfaz
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to de amonea. 0 material sdlido era filtrado, suspenso em &agua,
dialisado e centrifugado como acima. Para cada 100 ml desta solu
¢3o, 30 g de sulfato de amonea era adicionado com agitagac e o
material precipitado era desprezado apds filtracao. Ao filtrado,
15 g de sulfato de amonea era novamente adicionado e & enzima
era precipitada,. 0 material era filtrade, dialisadc a frio e de-
pois de dissolvido no menor volume possivel de dgua  destilada,
era centrifugado.

PREPARACAOD DE MITOCONDRIA DE MOSCULO CARDIACO

Mitocondrias cardiacas podem ser preparadas utilizando-se centri
fugacdo fracionada o gradiente de densidade de acorde com FANDE
(197

@ BLANCHALR, (1971). As suspensdes de oflulas eram também trata-

das por enzimas proteoliticas (Nagarae), de modo a  hidrolisar
proteinas indescejavels nas preparacgées.

Frocedimento ~ Coracdo de rato era removido rapidamente e coloca
dc em sclugio gelada, (Sol. A), contendo: Manitol 0,21M: Sacaro-
se 70 mus EDTA 0,1 mM; Tris-Cl SmM, pH 7,4, ApGs lavagens succs-
sivas com esta solucdo, removia-se mecanicamente o tecido gordu-
rosc e triturava-se o tecido muscular. Suspendia~se entio 2 g de
masculo triturado em 8 ml de sclugao A contendo 4 mg de Nagarse
¢ incubava-se durante 8 minutos com agitacao, em banho de gelo a

09C. Em seguida, juntava-sc ma 11s 12 ml de solugio A e homogeniza

va-se com homogenizador tipo Pote r~Elvehiem, durante 30 segundcs
utilizando pistilo de dilmetro ligeiramente inferior ac  corpes-

pondente do tubo de homogenizagao. Apds 8 minutos de incubacic

adicional em banho de gelo o 09C, adicionava-se mais 15 ml de 50

lugdo A e homogenizava-se novamento com pistile adequado para sc

obter uma suspensiaoc fina. Em seguida centrifugava-se a Suspensac

fina. Em seguida centrifugava-se o suspensac a 0°C por 5§ minutos
A HOD x g oo desprezava-se o precipitade. 0 sobrenadante era  on-
tac centrifugado novamente dupanto 10 minutos a 12.000 x g o dos

prezado. O sedimento apresentava duas camadas , sando que a cama-

s

da mais clara superior era removida por lavagem com ligeira agi-
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tagac com solugéo A. G sedimento era novamente homogenizado com

solugac A, omitindo-se EDTA, e era recentrifugado a 12.000 x g
durante 8 minutos. 0 novo sedimento era resuspenso em 0,5 ml de
solugac A, tambem na ausencia de EDTA.

A proteina era determinada, em seguida pelo métedo de MURPHY o

KIES, (1960), e a suspensac cra convenientemente diluida de modo

At
]
M

= obter concentragao de proteina de 50 mg/ml.

METODC DE PERFUSAQ DE CORACZO

Coragoes isclados de ratos previamente heparinizados e anestesia
dos com ¢ter, eram SUSDENsos e a perfusac era feita através de
uma canula implantada na aorta, permitindo a circulagao via coro
nédria., O perfusato escoava livremente a um reciplente adequado.
A solugao de perfusao cra feita de acordo com KREBS e HENSELEIT,
(19323 . A ramperatura era mantida a 37°9C e o reservatorio, colo-
cado 70 cm acima do coragao, cra zeradc com a mistura gasocsa con
tendo 95% de Op ¢ 5% de CUs, de acordo com MORGAN et al. (1981).

As determinagoes nos coracdes perfundidos cram executadas apos

&

imersac dos mesmos om Nitrogoénio Iiguido. A solucho de Krebs -
24 1 .

|

Henseleit continha, (volume final, 2 litros): 13,80 g de NaCl:
0,70 g de KC1l, 0,56 g de CalCl 53 4,20 g de NeHCOgz3 0,22 g de
MgClz.SHQO; 0,28 g de NaH2 O HQO e 4,0 g de glicose e
destilada.

By
1391
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DETERMINACAOC DE FOSFORJLISE DO GLICOGENIO EM EXTRATOS DE MUSCULC
TRATADOS COM DINITROTLNOL

A fosfordlise do glicogénio pode ser convenientemente determina-

a nos tecidos, através da medida do consumo de fosfato inorgani

.

co, guande 0S5, mesmds sao incubados com glicogéenic em  condigoOes
adequadas.

Procedimento - Ratos adultos eram injetados intra-peritonealmen-
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te com DNF 2,5 mg/l00 g. Uma hora apds a injecac, eram anestesia
dos com C¢ter ¢ o coragdo extraido rapidamente, pesado ¢ tritupa-
do em solugdo gelada contendo tampfo f-glicerolfosfato 0,002M -
Fluoreto 3,8%, pH 6,8 na proporgdo ce ? ml de tampao por  grama
de miscule. Um ml do homogenizado centrifugado, era incubado a
370C com 1 ml de glicogenic 2%. Zm intervalos de 0 e 30 minutos,
aliquetas de 0,3 ml eram retiradas e adicionadas a 5 ml de Acide
tricloroacétice 10%. Apds filtracdo, o fosfato inorganico consu-
mido era determinado.

DETERMINACAC DE FOSFORILASE a L TOTAL EM TECIDOC MUSCULAR

A atividade das enzimas eram determinadas pelo método de
ILLINGWORTH e CORI, (1953), isto ¢, pela medida do fosfato inor-
ganico liberado de gliccse~i-fosfato usando-se glicogenio como
"primer". A reagac pode ser csquematizada como segue:

Glicogénio(n) + glicose~1l-fosfato — Glicogenio{(n+l) + H, PO

277y
- - . . - . -~ N
n = o numero de residuos glicosil do glicogeénic

0 equilibrioc dessa reagao, catalisada por fosforilase a ou fos-
forilase b mais AMP, estd grandemente deslocado "in vitro®  no
sentido de formagao de Aacido fosforico. O ensaio realizado na au
séncia de AMP possibilita a determinacao de fosforilase a, exclu
sivamente, enguanto que se AMP for adicionado ao ensaio, a ativi

dade gque se determina corresponde a atividade total, isto €, da

somatoria das duas enzimas: fosforilase a e fosforilase b.

Procedimento -~ Uma amostra de misculo esquelético ou  cardiaco
congelada era pesada e triturada em gral com areia de quartzo
contendo EDTA 10“3M, pH 6,8, na proporgac de 25 ml por grama de
musculo e centrifugado. Meic ml do sobrenadante era incubado con
0,% ml de glicogénio 4%, durante 20 minutos, a 37°C.  Alfquotas
de 0,2 ml dessa mistura eram tratadas com glicose-l-fosfato, na
presenga ou nao de AMP. As concentractes finais eram: glicogénio
1%, glicose-l-fosfato 0,0L6M, AMP 0,001M num volume final de 0 ,u
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ml. Apds 10 minutos de reagao, aliquotas de 0,1 ml eram adiciona
das sobre 3,5 ml de solugdo de acido sulflrico 0,07 e o fosfato
inorganico era determinado.

Unidades de fosforilase - A reagac catalisada por fosforilase ,

nas condigoes deseritas, & cindticamenteo de primeira ordem ¢ g
velocidade & proporcional 2 concentragac da enzima a  intervalos
consideravelmente grandes do dilui¢oes da mosma., A equagao abaji-
X0 representa a equagdo de constante de velocidade de reagao de
primeira ordem:

onde:

X, s € a porcentagem de G-1-P convertida em fosfato inorganico,
no equilibrioc. Para pH da reagac igual 6,8, Xe = 785 x, & a por-
centagem de G-1-P convertida no tempo t (em minutos) e k, & =&

constante de velocidade da reagac de primeira ordem.

Arbitrariamente, k x 1000 representa o numere de unidades da en-
zima presente na reacgac. Este numero, multiplicado por um fator
apropriado de diluigao, representa o nimero de unidades presen-
tes por grama de misculo.

DETERMINAGCAC DA ATIVIDADE DE FOSFORILASE b QUINASE

0 método de KRERS e FISCHER, (1955), baseia-se na propriedade
qus apresenta esta enzima de catalisar a fosforilagao de fosfori
lase b pelo ATP na presenga de ions Mg*t, de acordo com £ sceguin

te reagao:

+4

2 Fosforilase b + LATP gﬁ“—7 Fosforilase a + UADP
i _ i

Serina-0OH Scrina«?@u

4 fosforilase a formada pode, por sua vez, ser determinada
metodo descrito anteriormente.

o
i

L
{
ot

o



D B

Procedimento - Amostra de musculo congelada era pesada e triturgz
da em gral, com areia de quartzo, contendo EDTA 2x1073M pH 7,0
na proporgao de 2 ml por grama de musculoc. O homogenizado era en
tac centrifugado a 4.000 x g, por 30 minutos, e o  sobrenadante
era filtrado através de 13 de vidro e usado imediatamente. A mis
tura de reagaoc continha: 0,1 ml de tampao tris 0,21M - f-glicerol
fosfato 0,21M pH 7,0; 0,1 ml de solugao de fosforilase b (criu;
talizada com AMP 10™HM, centrifugada e dissolvida em cisteina
0,015M pH 7.0 ate concentragdo de 25 mg/ml); 0,05 ml da solugdoe
de fosforilase b quinase; 0,05 ml de acetato de magnésio 0,1M -
ATP 0,03M pH 7,0 e 0,02 ml de NaF 1iM. Depois de 5 minutos a 300C
uma aliquota de 0,1 ml era removida e diluida 1:30 em tampao f-
glicerolfosfato a 0,3M -~ cisteina 0,03M pH 6,8. A atividade da

fesforilase a formada era analisada na asusencia de AMP como des-~

crito.

DETERMINAGAO DE AMP CICLICO EM MUSCULO ESQUELETICO

A analise de AMPc em extrato de tecidos peloc método de POSNER et
al. (1964), é baseada na habilidade deste nucleoctideo em aunmen-

tar a velocidade de ativacac da fosforilase b guinase  inativa,
pelo ATP na presenga de Mgt?.

O papel do ATP esta relacionadc com a fosforilagao da enzima. Na

presenga do AMPc, o processo é acelerado, embora, na sua ausen-

cila a ativagao também onorra, porém, en tempo mais prolongado.

A ativacao da quinase pode ser avaliada pelo aumento da velocida
de de conversac de fosforilasce b em fosforilase a. Na realidade,
a reagao analisada se processava em 3 passos: ativacgao da qu$na"

e, conversao de fosforilase b em a e sintese de glicogenio cata

5
lisada pela fosforilase a formada. O esquema abaixo resume estas

reacoes:

o
3]

- . : ATP+Mgt? .
Fosforilase b quinas H&Kﬁggumv Fosforilase b quinase
" & jall &) - ’
inativa ativa




-

¥ : . Mg+t \

2 fosforilase b + LATP Fosforilase b quinase Fosforilase a + LADP
ativa

Glicogenio(n)+glicose~1-fosfato Tooforiiase a Glicogenio(n+l) +

HSPOu

n = o numero de residucs glicosil do glicogenio.

Determinando-se o acido fosfdorico liberado, pode- se esfabelecer'
uma relagao entre es:ze e o AMPc introduzido na primeira fase do

rocesso. Dada a peculiaridade do processo, € necessario a cons-
trugao de uma curva padrio nessas condigdes,

Procedimento

L. Preparagao do extrato de misculo de ratos anegtesiados com
Ngmbutal - Uma amostra de misculo esquelético da pata posterior
era retirada e rapidamente congelada em Nitrogénio liquido. Apds
triturado, o tecido era colocado num +tube de vidro graduado.
Tres volumes de KHQPO{{i 0,025M pH 7,8 era adicionado e a mistura
era imediatamente imersa em banho de dgua fervente durante 5 mi-

nutos. Apos resfriamento, centrifugava-se o extrato e degprezava
-se o precipitado.

1I. Tratamento com tripsinag - Pava remover fatores gue interfe-
rem com a analise do AMPc no extrato, o sobrenadante.do passo an
terior era tratadec com 10 vg/ml de tripsina, duas vezes cristali
zada, durante duas horas a 300C. A reagaoc era interrompida pela

adigzo de inibidor de tripsina de feijao soja numa concentracio
final de 100 ug/ml.

11I. Reagao de¢ ativagde de fosforilase b quinase por AMPe -~ A
mistura de ativagio de fosforilase b quinase continha: 10 ul de
tampao B-glicerolfosfato 0,125 M-tris 0,128M pH 6,8; 10 {1 de
ATP 0,018M-acetato de magnésio 0,06M, pH 6,8; 10 pl  do extrato
de misculo breparado como acima, contendoc AMPc e 10 ul ds HQO
destilada. A mistura era incubada, aproximadamente, 3 minutos, a

37°C ¢ a reagao de ativacdo era iniciada pela adigao de 10 pl da
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quinase inativa. Apos 10 minutos, a solugdo era diluida com 500
ul de B-mercaptoetanol 0,125M pH 7,0 e mantida a 0°C. Com esta
diluigao a ativagdc da quinase era interrompida. A reacao  con-

trole era feita nas mesmas condigoes na auséncia de AMPc.

IV. Reagdao de conversdo de fosforilase b em a - A fosforilase D
quinase ativada no passo anterior, era usada para converter fos-
forilase b em a. Tons Mg™¥ e ATP sdc também necessirios para es-
ta reagéo. A mistura de conversio continha: 10 ul de B=~giicerocl-
fosfato 0,125M~tris 0,125M, pH 6,8; 10 ul de ATP 0,018M-acetato
de magnésio 0,06M, PH 6,8 e 10 ul de fosforilase b livre de AMP,
(em solugao neutra de cisteina 0,015M contendo 40.000 unidades
por ml). A reagac era iniciada pela adicio de 10 pl de quinase
previamente ativada, & prosseguia por 5 minutos. Finalmente, era
diluida com 500 pl de tampao B-glicerolfosfato 0,0uM - B-mercap-
toetanol 0,03M,pH 6,8 e mantida a 0°C. A reagdo controle era

feita nas mesmas condigdes na ausénecia de fosforilase b quinase.

V. Determinagao da atividade de Ffosforilase a - A atividade da
fosforilase a era analisada pelo método j& deserito. Incubava-sc
20 ul de glicogénio 4% com 20 ul da solugdo obtida no passo ante
ricr, durante 20 minutos, a 379C. Enm seguida, adicionava-se 50
ul de glicose-l-fosfato 0,032M, pH 6,8. Apds & minutos, a reacgdc
era interrompida com:355 ml de HoS0y 0,07M. 0 fosfate liberado

na reagac era determinado colorimctricamente.

EFYEITO INIBIDOR DE GLICOSE~-B6-FOSFATCO SOBRE A VELOCIDADE DE REA-
GAO CATALISADA POR TOSFORILASE b QUINASE

Para estudar o mecanismo de inibigaoc da fousforilase b quinase
por G-6-P, experiéncias foram realizadas de modo a verificar se
o ester interferia na ativagao da fosforilase b quinase ou na ve

locidade da reagao catalisada pela cnzima previamente ativada.

Procedimaento
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I. Intbigao da ativagde de fosforilase b quinase - A reacao de
ativagac mencionada no método anterior (I11), se processava como
descrito, adicionando-se, contudo, G-6-P em concentracoces varia-

das. Os passos subsequentes cram exccutados de accrdo com o mes-
me método.

II. Intbigao da velocidade da reagio catalisada por foeforilase
b quinase previamente ativada - Fosforilase b quinase era parci-
almente ativada como descrito no método anterior, (reagces I, II
e III) utilizando-se, contudc, na reacao III, diferentes concen-
tragoes de ATP. Essas preparagoes eram utilizadas para catalisar
a conversao de fosforilase bema. A G~6-P era, todavia, ddicio-

nada em concentragao constante de 2 x 107 3M.

O grau de inibigao pela G-6-P em qualquer dos passcs foi avalia
do, como ne método anterior, através da determinagao do fosfato
inorganice liberado.

DETERMINACAC DE FOSTATO INORGANICO

Todos os métodos descritos atd agora envolvem finalmente a deter
minagao de fosfato inorganico em suas execucdes. 0O método  de
LOEMANN e JENDRASSIK, (1928), descrito abaixo, apresentou-se con
veniente para este propdsito. Este método & bascadoe na reducgao

de acido fosfomolibdico pelo &cido aminonaftolsulfénico.

Procedimento - Aliquotas de 3,5 ml contendc fosfato inorganico
(0,01 a 0,10 mg) em meio Acide eram tratadas com 0,5 mi de sclu-
¢ao de molibdate de amdnea 2,5% de Acido sulfirico 5N. Apos agi
tagao vigorosa, 0,2 ml de solucdo 0,25% de Acido amino naftol
sulfonico em bissulfito de sdédio cram adicicnados e a mistura
era incubada a 37°C

¥

por 7 minutos. Apds repousc a temperatura am

a

biente por cerca de 15 minutos, a absorbancia era determinada em
fotocolorimetro P.L.4 a 650 nm.

Reagentes
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1) Molibdate de amdnea 2,5% em deido sulfurico SN -~ Cinquentflgré
mas de molibdato de amdnea eram dissolvidos em cerca de 750 ml
de agua destilada e 277 ml de dcido Sd]fU“iCO 18M eram adicicna-
dos, cuidadosamente, com agitagdo e resfriamento. O volume era

completado para 2 litros com agua destilada.

2) Aeido amino~naftolsu7f5nico - Era preparado misturando-se 033
g do acido e 196 ml de solugdo de bissulfito de sédio 15%.  Apds
agitacac, 5 ml ou mais, de solugido de sulfite de s5dic 20% ara
adicionado ate completa dissolugio. A solugac, depois de 24 ho-

ras, a 49C, era filtrada e mantida na geladeira em frasco escurc.

3) Solugao Padrdo de Fosfato (0,08 mg Pi/ml) - 0,351 g de fosfa-
to monobdsico de potdssio, seco por 24 horas a 140°C eram dissol
vidos em agua destilada e 10 ml de acido sulfirico 10N eram adi-

‘lonados. 0 volume era completado para 1 litro com dgua destila-
da.

DETERMINACAC DE ACIDO LACTICO

A determinagac de acido lictico foi feita pelo metodo descrito
por MARBACH e WEIL, (18677,

desidrogenase ldctica

e € baseada na propriedade da enzima

catalisar a gseguinte reagac reversivel:
Acido pirivico + A-NADH+HY =—=2 L{+)-Ec.ldctico + B-NAD+

Na presenga de NAD*, enzima e semicarbazida em excessc o equili-
brio da reagao & deslocado no sentido de formagao de acido piri-
vico com contequente redugac do NADY, que pode ser medido espec-
trofotometricamente em 340 nmn.

Procedtmento -~ Amostras de misculos congelados eram pcsadas &
trituradas em gral com arciae de quartzo, contendo tampao fluore-
to 0,02M - EDTA 107 3y na proporcgao de uma grama de misculo para

2 ml de tampao. ApPOS centrifugacao, o sobrenadante de cada extra

to era precipitadc com dcido percldirico em concentracao final de
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3% e centrifugadc novamente. A mistura de reagac continha: Oﬂani
do extrato de miusculo; 2,4 ml de tampdo glicina 0,25M - semicar-
bazida 0,25M pH 10,03 0,2 ml de desidrogenase latica cristaliza~
da como descrito (1 mg/ml). A densidade Otica era determinada an
tes da adigao de 0,2 ml de NADR® 6 mM. Uma hora apls, nova leitu-

ra era feita para determinacido do NADH formado.

As concentracgoes de acido ldetico no extrato eram  determinadas
por comparagao com uma curva padrac construida previamente com

concentragées conhecidas de acide lactico.

DETERMINACAD DE ATP, ADP e AMP EM EXTRATOS DE MUSCULOS

0 método de MUNCH PETERSEN e KALCKAR (19857) & baseado na conver-
sao de ATP e ADP em 5'-AMP com subsequentc deaminacdo deste ulti
mo em 5'-IMP, pela deaminase do acido 5'-adenilico, reagdo esta

que pode ser segulda espectrofotometricamente a 265 nm (KALCKAR ,
1347).

As reagCes que se passam podem ser esquematizadas como segue:

1. AMP —— IMP

ADP — 1/2 AMP + 1/2 ATP
3. ATP - AMP + 2Pi

A reagdo 1 consiste na deaminacdo do 5'-AMP, catalisada pela 5'-
AMP deaminase (KALCKAR, 1943). Na reagao 2 a enzima  micguinase
(KALCKAR, 1943; COLOWICK e XALCKAR, 19u43), promove a conversao
de ADP em ATP e AMP. A reagao 3 & catalisada pela apirase de ba-

tata (KALCKAR, 1944), que defosforila o ATP (bem como o ADP) pro
duzindo AMP.

Procedimente - Qs extratos de misculo eram preparados como se S¢
gue: amostras de cerca de 20 mg de misculc eram rapidamente ex-
traidas e mergulhadas em pequeno tubo de ensaio plastico afunila
do, contendo 20 ul de acido percldérico 10% previamente pesado.

Nova pesagem para determinacac exata da massa do musculo era efe
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tuada. Com um bastao de vidro, que 35e adaptava exatamente ao tu-
bo, triturava-se 0 musculo. Em seguida,loutra porgac de 200 TS
de acido perclidrico 2,5% era adicicnada para lavar o bastao. Cen
+rifugava-se ¢ completava-se O volume do sobrenadante para 2 ml
com tampac succinato 0,3, pH 6,1.

0 método de ensaio era procedido como se segue:r & uma cubcta de
quartzo adicionavam-se 2,5 ml de tampao succinato 0,3M, pH 6,1 3

20 pl de MgCl, 0,1M e 500 pl de extrato de tecido neutralizado.

Procedia-se a determinagao da absorbancia a 265 nm (valeor A).Dez
1l de deaminase (L0y/ml) era adicionada, inicialmente, o a deaml
nagao do AMP presente podia ser seguida pela diminuigao da absox
sAncia também em 265 nm. Quando & absorbancia tornava-se constan
+e (valor B), juntava-se 20 pl de mioquinase (20y de proteina/ml)
¢ prossegula-se a leitura até um valor novamente constante (va-
lor C). Finalmente, 50 ul de apirase (10y/ml) era adiclonada e
novo decréscimo da absorbancia em 2685 nm era observado até valor
congtante (valor D). Os quatro valores A, B, C e D anotades cram
convenientemente , tratados de modo a se calcular as conecentra=
coes dos nucleotideos presentes no extrato. 4 tabela I, abaixo ,

rgpresenta um exemplo de uma determinagao.

TARELA I
Adicbes de enzimas no sistema de reacao (3 ml) gque continha: tam

pao succinato 0,3M, pH 6,23 MgCl, 1mi e o extrato de musculo.

ABSORBANCTIA :
ADIGDES ev 265 nm AL NUCLEOTIDEO
Nephuma  (A) 0,300
0,030 ' AMP
Deaminase (B) 0,270
0,03¢C . 1/2 ADP
Mioquinase (C) 0,240
Apirase (D) 0,080 0,160 1/2 ADP+ATP

Sahendo-se que & conversao da 1 ug de AMP por mil de IMP  corres-
el

ag con~-

ponde a um decréscimo de 0,019 na absorbancia a 265 nm,
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centragoes dos nucleotideos podem ser calculadas.

No misculo esquelético, em virtude dos niveis de AMP serem muito
baixos nao era possivel proceder a sua determinagao por este pro
cesso, exigindo & seguinte modificacgac: uma grama do misculo
era homogenizada com 8 ml de acido percldrico 3% e centrifugada.
Em seguida, fazia-se adsorcdo dos nucleotideos com Norit A (40
mg/ml do sobrenadante) em tubo de centrifuga fechado, com agita-
¢ao continua durante 10 minutos. O carvio era sedimentado por
centrifugagac. 0 liguido era submetido a novas adsorgoes por car
vao até avscéncia de nucleotideos avaliado pela  determinacgio da
absorbancia em 265 nm.

Apds a adsorgdo dos nucleotidecs, o carvio cra lavado uma vesz
com &gua ¢ tratado com solugao de piridina 5% em ctanol 50% sob
agitagao continua, por um perfodo de duas horas a 370C. O carvio
era finalmente separado por centrifugacac e o sobrenadante evapo
rado por aeragac até a obtengio de massa semi-sdlida que era dis
solvida no menor volume possivel de dgua. O AMP era purificado
por cromatografia de camada fina de silica gel, usando-se como
solvente: n~butanol, acetona, acido acdtico, amdnea 5% o agua,

nas proporgoes (§:3:2:2:4).

DETERMINACAC DE GLICOSE~6-FOSFATO
A determinagéo foi feita pelo método de HORECKER e WOOD, (1957),
que & baseado na propriedade da enzima G-5-P desidrogenase cata-

lisar a seguinte reacgao:

Glicose-6-fosfato + NADPY == g-fosfogliconato + NADPH+H?T

=
&

resenga de NADPT ¢ da enzima em excesso, a G-6-P & converti-
& 3

By

o

em acido &-fosfoglicdnico com consequente redugao de NADP*

que pode ser acompanhada espectrofotometricamente em 340 nm.

Procedimentc - Misculo congelado era trituradc em gral com areia
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de quartzo contendo dcido percldrico 3% na proporgao de 1 g de
misculo para 2 ml de dcido. ApOs centrifugacio, o . sobrenadante
era neutralizado com hidrdxido de sddic e a G-&~P determinada
GOMO Se segue: a uma cubeta de quartzo (1 cm 0.P.), adicionava-
se: 0,5 ml do extrato de mﬁsculc; 0,3 ml de tampao tris 0,25M,
pH 7,53 0,10 ml de MgCl2 0,1M e 0,10 ml de NADP* (1,4 umoles/ml).
fomistura era agitada e uma leitura da absorbincia era tomada ém
340 nm. Em seguida, uma amostra de 0,01 ml da enzima cristalina,
(1 mg/ml) era adicicnada a mistura ¢ o aumento da absorbiancia em
340 nm era acompanhado até se cbter um valor constante. A concen

tracac de G-5-P Presente no exirato era calculada pela seguinte
equagao:

8-6-P (ymoles) = <df=do) x 1,04
5,22
onde :

df ¢ do, reprusentam as absorbancias finais e inciais respectiva

mente; 6,22 & a MM g4 wapp
o}

L0 e 1,04 um fator de correcao.

DETERMINACOES DAS TROCAS DE ca*t o ut pm PREPARACOES DE MITOCON-
DRIAS

Para se proceder as determinac®es das trocas Cat?t e HY ao nivel
da membrana mitocondrial, foram usadas preparagoes de mitocon

drias de coracgao, preparadas como descrito anteriormente.

Procedimento ~ Numa célula especial termostatizada a 250C, onde
estavam inseridos um eletrodo de Clark n® 4004, um eletrodo de
vidro e eletrodo de calomelano do referéncia determinava-se si-
multaneamente, o consume de 0, por método polarografico (Yellow
Springs Instrument Co., Yellow Springs, Uhicl, bem como o oH
através de um potencicmetro (Sargent-welch pil-meter, Model 1.8X).
C consumo de O & © pH aram registrados, simultameamahtes num re
gistrador Sargent-Wech-Records, Model DSRG. As solugoes utriliza-
das estao descritas em "RESULTADOS! .



OUTROS EQUIPAMENTOS E REAGENTES UTILIZADOS

Para as determinagoes colorimétiricas e espectrofotométricas, uti
lizou-se espectrofotometro Beckamn, modelo DU-2 ou modelo DB; es

pectrofotometro Zeiss, modelo PMQ II e fotocolorimetro Zeiss, mo
delo PL-u,

As centrifugagoes eram feitas em centrifuga Sorvall, modelo RC2-
B ou 85-% de Ivan Sorvall Inc., N.Y., U.S.A. e centrifuga
Eppendorf 3.2000.

As determinagoes potenciométricas eram feitas em potencidometros
Metrohn-Herisau pH-Meter E-396B e Radiometer Copenhagen, type
PHM-2 22r n9 45055,

Para as preparagces de tecidos utilizamos: Omni-mixer Sorvall;
Waring Comercial Blendor e Potter-Elvehjem glass-Teflon homogeni

zer (A.H.Thomas Company, Phyladelphia, U.S.A.).

As pesagens eranm realizadas em balancgas Mettler, type S38; Mettler
P162 ou Sartorius, type 2443,

Dos reagenes, o glicogenio era preparado de figado de coelho pe-
lo méetodo de PFLUGER, (1904), modificado por MANNERS - e RYLEY,
(1852). Solugoes de 2,4- -dinitrofenol obtido da Sigma Chemical
Company, U.5.A,, aram preparadas suspendendo-o em pequenc volu-
me de agua e adicionando-se NaOH 1N até dissolucdo. Depois de
dissolvido, juntava-se HC1 0,1M ate pH 7,0 e completava-se o vo-

lume com dgua, até obtengdo de solugdo de concentragio & mg/ml.

0 pentaclorofenol, de procedencia Fastman Kodak Co., Rochester,
N.Y., gentilmente cedido pelo Prof. James R. Matton, da Johns

Hopkins University, U.S.A., era dissclvido exatamente como o DNF.

As solugoers de salicilato de sddio eram obtidas a partir de aci-
do salicilico de procedéncia Sigma Co.
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O pH da solugao era acertado para 7,0 pela adigao de solugio de

hidroxido de sddio 1N imediatamente antes deo uso.

0 3,k=-Di-tert-butyl-t-hydroxy~benzylidenemalononitrile (SF-58L7)
gentilmente cedide pela Sumitomo Chemical Company Ltd. COsaka, Ja

pan, era previamente dissolvido em alcool absoluto para ser inje
tado nos animais.

Sutros produtas tais como:

Glicose~l-fosfato, glicose-6-fosfato, tripsina, ATP, ADP, AMP,

AMPc, NAD, NADP, eram procedentes da Sigma Chemical Company.

O inibidor de tripsina (Soybean Inhibitor) era obtido da E.Merck
Darmstadt, Germany.

O propanolol era obtido dos laboratdrios Ayerst Ltd. S.P. - Bra
sil.

Jutros reagentes utilizados, e¢ nao discriminados, eram produtos
pro-analise ou equivalentes, provenientes da Mann, Sigma, Merck,
Backer ¢ BDH.



RESULTADCS

Nossas experiencias tiveram a finalidade de encontrayr resultados
que exclarecassem o mecanismo da agao glicogenclitica do DNF, SO
mente encontrada "in vivo" por TOCESI et al. (1969). Para isto
tornou-se necessdrio aventar uma série de hipSteses para expli-
car ¢s achados destes autores. Desta forma, inicialmenteafpensou
-se na possibilidade do DNF induzir a liberacdo de catecoiaminag
na circulagac, ou de ser trensformado no organismo, e 0s aprodun
tos dessa transformacac serem os verdadeiros responsaveis por
sua agao. Com este obietive, experiéncias foram realizadas com
preparagces de misculo esqueldtico e de musculo cardiaco de acor
do com a conveniencia. Antes contudo, foi necessdrioc avaliar o
efeito do DNF no mliscule cardiacc nas mesmas condicgoes das expe-
riencias realizadas com misculo esquelético, pelos autores acima
isto €, verificar o efeito glicogenolitico do DNT "in vivo' neg-
te tecide muscular,

1. Conteudo de geido ldetico no sangue ¢ no coragio de animais

anvenenadoe com Dinitrofenol.

0 estimulo da glicogendlise em coracdes dos animais envenenados
pode ser avaliado pelo exame da tabela II. FEssa tabela mostra
que grupos de ratos gquando submetidos a doses intra-peritoniais
de DNE 2,5 mg/1l00 g de peso corporal, apresentaram um eonteldo
de acido ldctico aumentado de cerca de Y vezes, tanto no musculo
cardiaco como no sangue periférico.

~ . . . . ’

A agao glicogenolitica do DNF pode pois, =er observada no cora-
¢ao como pretendiamos demonstrar inicialmente. Evidentemente, va
rics orgaos extra cardiacos contribuem para o aumento do Acido
lactico no sangue e portante, as determinagdes neste sistema re-
etem a agzo global da droga e nio aquelas observadas exclusiva

- -~
ente no musculo carxdiaco.

=
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TABELA II

Contelde de &cido ldctico sanguinec e cardiaco de
animais envenenados por DNF. 0 contetdo de acido 1ac
tico esta eXpresso em umoles por ml  de sangue ol

por grama de musculo. Os animais foram sacrificados,
uma hora apés a injegac da droga.

. ., RATOS
DLTERMINA%GES DY RATOS
. : ENVENENADOS

CIDO 1 I CONTROLES

ACIDO  LACTICO NTROT COM DNT
Misculo cardiaco” 1,6+ g,2%" 6,0 + 0,4
Sangue  total 1,7 £ 0,09 7,0 £ 2,0
* Grupos de 10 ratos forum utilizados nas detor-

minagoes.

#+
"~
By

Desvio padrao.

2. Efeito do Dinitrofencl sobre a fosfordlise do nio.

o
©y

liecoge

Uma vez que o conteldo de &dcido idctico encontrava-~se aumentado
nos coragoes dos animais envenenados , experiencias de sua agao
sobre a fosfordlise do glicogenio nos extr ratos, tornaram-se ne-
cessarias para se constatar se o acimulo de dcido 1Actico encon

trade era devido ao metabolismo ds glicogénio acelerado ou nao,
no coragao.

A tabela III mostra o efeito da droga sobre a fosfordlise do gli
cogénio em misculo cardiaco de animais injetados com DNF 2,5 mg

por 100 g. Porgoss de misculo cardiaco eram retiradas uma hora

apos a injegloc e a velocidade de glicogendlise determinada.

A tabela III mostra ainda claramente um estimulo da fosfordlise
nos .animais envenenados. Na mesma tabela, pode-se observar ainda
que, se o DNY & adicionado diretamente ao extrato de misculo can

diaco de animals normais em concentragdes da ordem de 1073M, evi

iznte inibigao pode ser constatada.
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TARBELA TIZ

Agao do DNT sobre a fosfordlise do glicogenio
em animals "in vivo" e extrato de misculo de a
nimais, A velocidade de glicogendlise estd ex-
pressa em pmoles de PI1 consumido em 30 minutos
per 100 g de misculo.

- CONSUMO DE FOSFATO
D OES N
HLTERMINAQQE INORGANTCO
Ratos econtroles BhL2 & 14,7

Ratos envenenados com
PNF 36,8 * 22,1

DNF 1073M adicicnado
ac extrato de coragao

27,3

i+

~1
w

o

3. Influcneia do Dinitrofenol sobre o sistema de Foeforilases do

museulo cardiaco.

Tendo sido observado que o aumcnto de aeide ldetico do misculo
cardfaco de animais envenenados, poderia envolver um aumento do
fosfordlise do glicogdnio no mesmo musculo ¢ levando ainda em
consideracas que o sistema de fosforilases esti obrigatoriamente
participando desse processo, expericncias foram realizadas para
se determinar o contelde de fosforilasoe 4, fosforilase total,
bem como, da fosforilase D quinase, em animais envencnados. Des-
ta forma, grupos de 10 ratos foram utilizados, tomando-se a pre-
caugao de submeter os eéxtratos ao tratamento prévio com Norit A,
de modc a reter nucleotideos que interferem nas determinagoes e
qQue de acordo com CORNBLATH et al. (18963), conferem regsultados
imprecisos e discutiveis.

A tabela IV mostra que o conteddo de fosforilase a estd cerca de
tres vezes aumentads em relagac aos animais controles. Ao me Smoe
tempo a atividade da fosforilase b quinase encontra-se mais ele-
vada. A razio fosforilase a/fosforilase total x 100 da  +abela
representa a percentagem de fosforilase 4 nos extratos, que tam-
bém se encontra clevada.
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TABELA IV

Conteudc de fosforilase a, fosforilase total e fosforila-
se D quinase. A atividade de fosforilase a e total estio
expressas em unidades de acordo com CORI et al. (1355),
por grama de musculo. A atividade de fosforilase b guina-
se esta expressa em unidades de fosforilase a formada a
partir de fosforilase b em 1% minutos, de acordo com

FISCHER e KRERS, (19627,
DETERMINACOES RATOS ENVENENADOS
o CONTROLES v

COM DNE

Fosforilase a 7,0 % 1,7 25,2 + 3,1
rosforiiase total 67,2 & 7,1 85,2 + 13,0
Fosforilase g o . .
FosForiTane ioTaT X 100 10,5 = 1,1 20,7 £ 6,5
Fosforilase b quinase 1346 % usgo 3384 4 334

L.

r
iz

feito do Dinttrofenol sobre fosforilase b quinase purificada

Como a agac glicogenolitica do DNF sobre o musculo cardiaco  se
mostrou semelhante a do musculo esquelético, experiéncias foranm
realizadas para se avaliar o efeitc da droga sobre preparagoes
purificadas da fosforilase b quinase. Desta maneira, a enzima pu
rificada, na forma inativa, foi ativada comc descrito em "MATE-

RIAL E METODCS", na presenca de diferentes concentracoes de DNF.

A figura 1, mostra que o DNF nao tem efeito sobre a ativaczo da
enzima purificada em doses equivalentes 3s encontradas no miscu-
lo esqueletico de animais envenenados em nossas condigbes. Im do

ses elevadas, evidente inibigac da ativacgio pode ser constatada.

5. Efetto do Dinitrofenol sobre o conteudo de Ffosforila

Efe o
tal em coragoes perfundidos.

i

Gy
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Fig. 1 ~ Ativacdo de fosforiliase b quinase purificada por ATP e

Mg** na presenca de diferentes concentragbes de DNF. A

atividade
les de Pi
na reacao
atividade

da enzima egtd expressa em ordenada, por mo-
liberado pela agac da fosforilase a formada
de convers&o., 0 ponto circundado representa a
da quinase na auséncia do DNF.
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Comc somente em animais intactos o efsito ativante de fosforila-
se b quinase podia ser observado, DroCuUramos trabalhar com prepa
ragoes de coragoes perfundidos onde nioc era esperado interferén-
cia de catecclaminas circulantes ou de produtos de redugao do
DNT pelc figado.

Com esta finalidade, animais eram sacrificados e os respectivos
coragoes eram submetidos a perfusdo durante 10 minutcs com solu-
cao de Krebs-Henseleit, na presenga ou ndo de DNF 107%M. Em mé-
dia 10 coracgoes eram utilizados como controles e 10 eram submeti
dos a agido do DNF. A tabela V mostra que nos orgacs perfundides,
o aumento do conteddo de fosforilase a continua evidente .pela
agao da droga. Os nlimeros mestrados nessa tabela sac maioves que
os da tabela IV. E importante salienter que a facilidade da para
da imediata dos processcs metabdlicos do coragdc pela imersao do
orgao em nitrogenio liquido, torna desnecessgdrio o tratamento
prévio dos extratos, a serem ensaidos por Norit A, que além de
edsorver nucleotideos, adsorve também parte das fosforilases, in
fluindo no valor absoluto dos vesultados.

TABELA

Contetdo de f
perfundido
o

rilase esta e

K
L
bmetidos a DNT 107°M. A atividade de fosfo-

‘orilase a ¢ fosforilase total em coragooes
u
pressa como anterlormente.

DETERMINAGOES CONTROLES DNF

i

p—

Fosforilase a 18,0 %

H
Eim
e
€3]
|
B
w
[on]
1
—
-
LF
[

Fosforilase total
(+AMP) 168,0 £21,0 192,3 + 25,

Low)

Fosforilase a
Fosferilasse total

x 100 1

o]

wla
-

Desvio padrao

A razao fosferilase a/fosforilase total x 100, isto &, & porcen-

tagem de fosforilase ativa na ausencia de AMP encontya-se caerca
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de quatro vezes mals elevada nos coragces perfundidos submetidos
ao DNF.

6. Efetito do Dinitrofenol sobre o conteiudo de fosforilaec a e

fosforilase total em coragoes perfundidos de animais reserpi-
nizados.

0 fato do DNF aprasentar o mesmo efecito glicopgenolitico em cora-
¢oes perfundidos sugeria a possibilidade de produtos do metabo-
lismo desta droga, pelo figado n&o estarem implicados no proble-
ma, porém a pessibilidade de interferéncia de catecolaminas ndo
estava afastada, uma vez que as catecolaminas enddgenas do pré-
prioc coracgac poderiam estar em quantidade suficientemente elava-
das para acelerar ¢ processe. Para avaliar esta ultima possibili
dade procuramos utilizar ratos reserpinizados nas experiencias
Em glgumas declas utilizamos em lugar de ratos re serpinizados, co
ragoes perfundidos com propanolol,  com T nesmo objetivo
A tabela VI mostra que, quando os animais eram cronicamente rve-
serpinizados, o DNT continuava exercende sua agaoc glicogenoliti-

ca, sugerindo que catecolaminas nac interferiam no mecanismo de
agac da droga.

TABELA VI

Contetdo de fosforilase z e fosforilase *otal em coragoes
perfundidos de ratos reserpinizados com injegdes intra-pe
ritoneais de 1 mg/kg de peso do animal, durante 5 dias.

DETERMINACOES CONTROLES DNF
Fosforilase a 7,2% £ 2,5 26,5 % 6,5
Fosforilase total 183 + 19 209 % 24
Fosforilasé

. = - TR 3
Fostforilase totfal = 100 R 13 23
* Nos animais reserpinizados, de acordo com o esquema de

CORNELATH et al. (1963), os niveis basels de fosforila

$e a se apresentaram balxos em relacdo acs animais nog
mais,
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A tabela VII mostra os resultados de experiencias realizadas en
coragoes perfundidos nas quais se adicicnava ou nao ac perfusato

um bloqueador de receptor B-adrenérgico, o Propanclol. 0s resul-
tados corroboram os da tabela VI

TABELA VIT

Conteldo de fosforilase a e fosforilase total em coracoes
perfundidos com solugac de Krebs-Henseleit, contendo L2 oug
de Propanclol por ml, na presenca  ou nao de DNF 1079M.

DETERMINACOES CONTROLES DNF

Yosforilase a 17

s
e
+
(5

66

I+

iy

Fosforilase Total

(+AMP) 247 £ 3,3 276 £ 11
Fesforilase a
Fosforilgse ;otal x 100 72 1,5 23 £ 8
7. Efeito do Dinitrofencol sobre o conteido da adenosing gi-5"

o . -~ P -,
fosfato cielico am preparagoes de musculo esquelético.

Una vez afastada a possibilidade de agao indireta do DNF, tornou
-5e necessario verificar se o conteido de AMPc, conhecido media-

dor da atividade de fosforilase b quinase, estava aumentado. Eg-

S
te aumento poderia occorrer, mesme com niveis de catecolaminas

normais, comoe ne caso das metilxantinas, por exemplo,

Assim, procuramos estudar, ambos, o contelUdo de AMPc e de fosfo-
rilase a em animais envenenados com 2 droga. Inicialmente estabe
lecemos uma curva de progresso da reacao catalisada por fosfopi-
lase b quinase na presenca e auséncia de AMPe. A figura 2 mostra
o estimulo causado pelo AMPc sobre a velocidade de ativagiZo da
quinase. A partir da curva de progresso da figura 2, estabelece-
mos uma curva padrac de AMPc usands diferventes concentragoes  do
micleotideo ¢ tompo do 10 minutos de rudgao da quinase. Dsle tem
po se mostrou mais adequado, uma ver que em 10 minutos de reagao,

a ativagao pelo AMPe @ mixima nas nossas condigoes. A figura

LA

representa uma curva padrao, onde em ovdenadas asta cxpressa
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Fig. 2 - Ativacdo da fosforilase b quinase pelo ATP 1,8 x 107M

2
Mg*™ 8 x 107"M, na presenca (curva A) e auséncia (curva

B} de AMPe 107°M. A atividade da quinase estd expressa

em ordenada pela quantidade de Pi liberado pela acao da
fosforilase a formada a partir de fosforilase b, em rea
gdo catalisada pela fosforilase b quinase.
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de AMPc x 108 na mistura de reacdo de ativacio de fosfo

rilase b quinase. 0 ponto circundado corresponde a ati-
vagac causada pelo ATP e Mg*t na auséncia de AMPc.
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quantidade de fosfato inorganico liberado pela agdc da fosforila
se a formada através da reagac: fosforilase b -— fosforilase a,
catalisada pela fosforilase b quinase. 0 AMPc acelera a ativacgdo

da fosforilase b quinase causada por ATP e Mgtt.

De posse de metodo adequado para o ensaio de AMPc em nossas pre-
- ; L - -
paragoes, procuramos estudar o conteudo deste nucleotideo bem co
mo o de fosforilase a em animais submetides a agao do DNF. Com
fins comparativos, os animais foram submetidos também a acio da

adrenalina conde as trocas estudadas sao amplamente conhecidas.’

Nestas experiéncias cram utilizadas preparagdes de misculc esque
lético uma vez que amostras de musculo deveriam ser colhidas do
mesmo animal para melhor avaliacao dos resultados. Dessa forma,
os musculos das patas posteriores de ratos adultos ancstesiados

com Nembutal, eram expostos bilateralmente. Apds a cexposicgio,
uma porgac de misculo de cerca de 200 mg era retirada e imediata
mente imersa em Nitrogenio liquido. Em seguida o animal era sub-
metido a injegao intracardiaca de adrenalina (10 ug/kg) e  apds
um minuto da injegdo de adrenalina, nova porcdc de miscule de
cerca de 200 mg era retirada e imersa em Nitrogenio liquido como
anteriormente. Apds 15 minutos da injecfo de adrenalina, uma in-
jegao intraperitoneal de DNF (2,5 mg/l00g)era efetuada. Finalmen

te uma hora apds a injegdoc de DNF uma Ultima amostra de misculo
era colhida e tratada como anteriocrmente.

As amostras colhidas nc animal anestesiado (controle), apds a in
jegao de adrenzlina e apds a injecio de DNF, eram divididas e o

conteude de fosforilase a e de AMPc determinados.

A figura 4 mostra gque a adrenalina como era aesperado, eleva

Q

conteudo de fosforilase a cerca de seis vezes e o conteudo d

(i

AMPc de tres vezes, isto €, enquanto o conteldo de fosforilase a
nos animais injetados passava de 53 ues para 350 ues/g, o conteéi
do de AMPc pasgsava de 0,% pmoles por grama, para 1,2 pmoles/g. O
DNF por sua vez aumentava somente o conteudo de fosforilase a de
53 ues para 165 ues/g e naoc alterava significativemente o conted
do de AMPc no misculo.
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ratos normais. 0 conteudo de fosforilase a (barra achu-
readal) e de AMPc (barra vazia), eram determinados nos
animais normais (A), nos animais submetidos a agao da
adrenalina (B) e nos animais submetidos ao DNF (C).
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8. Efeito do Dinitrofenol sobre o conteudo de nucleotidecs adent

licos ¢ glicose~6~-fosfato em misculo eardiaco e gsqualétieo.

Uma vez que nenhuma alteragdc no nivel de AMPc pode ser constata
da em nossas condigoes, experiencias foram realizadas no sentido
de se verificar se outras enzimas controladoras da glicogendlise
estavam eﬁvolvida" no mecanismo de acao do DNF. A fosfofrutoquis-

nase, enzima controlada pela razac ATP/ADP, teve especial inte-
resse no problema. Sua atividade "in vivo" pode ser verificada a
través da determinagac dos fatores que interferem em suas propri
edades cataliticas. Assim, os niveis de nucleotideos adenilicos,
bem como ©s niveis de G-6-P eram determinados em animais submeti
dos a agao do DNF. As determinagoes eram efetuadas tanto no mus-

culo esquelético "in vivoe" como em coracoes perfundidos.

figura § mostra que animais ou coragoes perfundidos submetidos
a agac do DNF, apresentavam uma razio ATP/ADP diminuida e os ni-
vels de AMP aumentados no musculo cardiaco. A mesma figura, mog-
tra que as alteragodes dos niveis de AMP ndo ervam relevantes no
misculo esquelético. Alids, o conteGdo de AMP no misculo esqueié
tico & relativamente baixo, comparado com o conteldo no misculo
cardiaco e usualmente 05 extratos devemn ser concentrados para

Nl . . . - . —~ ~
que o nucleotideo secla evidenciade & os métodos de avaliagao nao
g - - b v
sac suficientemente sensiveis.

“ - . . . o
Os baixos niveis de ATP encontrados na celula, sugerem que a fos

fofruteguinase esteja ativada nos animais envenenados. Esta ati-
vagao se reflete evidentomente nos niveis do substrato, frutose-
b-fosfato, da enzima, e consequaentemente nos de G-6-P, ester ime
diatamente anterior na sequéncia metabdlica. A figura & mostra o

resultado das determi¢agéas de G-6~P em coragoes perfundidos su~

jeitos a agao de DNF 107°M adicionadso ao perfusate. 0 gue se no-
ta ¢ que no decorrer do tem po de perfusac, os niveis de G-6-P di
minuiam até 1 1/2 minuto, enquanto que a razdo fosforilase a/fos
forilase tortal x 100 aumentava progressivamente atd 5 minutos do
perfusdo. £ importante observar que apds 10 minutos de perfusao

08 nivels de G-6-P aumentavam, senm contudo, aleangar .os niveis

normals ¢ embora ainda houvesse um sensivel aumento do  conteudo
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Fig. 5 ~ Razdo ATP/ADP e conteiido de AMP em misculo cardiaco e
esquelético. As barras achureadas representam determi-
nagoes em coracdes perfundidos. As barras vaziaé, repre
sentam as determinacoes em misculo esquelético Mn vivoq
Os animais ou os coracgdes perfundidos eram submetidos a
determinagdes deseritas antes (A}, e apds a adic3o de
DNF (B). 0s nucleotideos eram determinados enzimatica-
mente de acorde com método descrito anteriormente.
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goes da percentagem de fosforilase a.
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de fosforilasc a no orglo.

Paralelamente, experiencias epram realizadas para comparar o0s

a-
chados de outros autores com relacdo A& adrenalina. 0 nivel de
G=t-P, com efeito, estava sensivelmente elevado, isto €, passava
de 2,89 % 0,03 para 1,84 % 0,03 unoles/g de mUusculo nos coragSes
erfundidos, 5 minutos apds a adicio do hormdnio. |

Desses resultados pode-se sugerir que tanto o DNF comec a adrena-

&

lina promovem um aumento definido do conteldo de fosforilase
is.

nos coragdes dos anima A adrenalina primariamente age sobre o

sistema de fosforilases, o que parece nio ser o caso do DNF.

8. Inithbigao de fosforilase b quinasc por Glicose~t-fosfato.

C conhecido efeito inibidor deste uster sohre fosforilase b qui-

nase esta demonstrado nas figuras 7 e 8. A figura 7, mostra que
© 6-ester inibe a reagao de ativacio da quinase por ATP e Mgt
A figura 8 mostra que a quinase parcialmente ativada por diferen
tes concentragoes de ATP e Mg*t & também inibida por G-6-P. Pela
andlise das figuras 7 e 8, pode-se assumir que a G~6-P nao 26
inibe o processo de ativagdo da fosforilase b quinase mas que
ela também impede a acio da enzima independentemente do conteddo
de sua forma ativa na célula.

10 Efeito do Dinitrofenol sobre as trocas de ioms Ca** ¢ de pro

tons na cilula musceulapr.

Com fim de estudar, em nossas condicdes, as trocas entre ions
Ca*? e protons ao nivel da membrana mitocondrial, experiéncias

feram realizadas com preparagoes de mitocondrias nas quais a fos

forilagao oxidativa era ensaiada usando como substrato o succing

3

— 2 . R - e <
IO Ce s0d10 2 mM na solu

wcac. A eficiéncia da fosforilacio oxida-

tiva era analisada pelo consumo de O, na célula atravées do ele-
iy 2

trode de membrana de Clark. 4 concentragiao de ions OV era avalia

da gimultancamente através de unm eletrcde de vidro.
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Fig. 7 - Efeito de G-6-P em diferentes concentragoes sobre rea-

gao de ativacido da fosforilase b quinase. A atividade
da enzima esta expressa, em ordenadas, em fungac do Pi
liberado da G-1-P pela fosforilase a formada na reacao
de conversao.
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Fig. 8 - Efeito de G-6-P 2 x 1073M sobre a reagao de conversao
de fosforilase b em a, catalisada pela fosforilase b
quinase, parcialmente ativada por diferentes concentra-
goes de ATP, mantendo-se constante a concentracio  de
ions Mg**. A atividade da quinase foi determinada como
descrito na figura 7.



&4 fipura 9-A, mostra as trocas observadas no meio extramitocon-

crial. O consumo de O? pela cadeia respiratdria é estimulado pe-
la adigac de ions Catt, ao mesme tempo uma significativa diminui

gao do pH ocorre. Depols de certo tempo o consumo de Op volta ao
estado inicial. Pela adicdc do DNF, novo estimulc do consumo de

05 & observado, desta fzita contudo, ha uma elevacac do pH extra

mitocondrial até os niveis iniciais. A figura 9~B, mostra que

.

quandoe do DNF & adicionado a prepa

1.4

aracaoc de mitocondria, O CONSUMO

o

@ 0, aumenta sen variagao de pH correspondente. Adigcao de iong
T . . = - L. .

catt 3 mitocondria sob a acao do DNF diminui o consume de 02 da

m

o

sma, porém, a variac¢ioc de pll que ocorre € pequena e transito-
ria comparada aquela gque ocorre na figura 9-A.

Desses resultades pode-se sugerlir, de acordo com outros autores,

+ +
que os ions Ca¥™ estimulam o consumo de 0p pela cadeia vespiratd

ria e ao mesmo tempo, quantidade estequiométrica de protons fluem

da mitocondria para o citoplasma. Pela adicao do DNF ha um esti-
I ¢

mulo da cadeia respiratoria ¢ uma untrada de protons para dentro

da mitocondria e a concentracac de ions Ca*? no cltoplasma aumen

¥ =

ta estequiometricamente. Na figura ©-A o que sc observa ¢ um con
=

sumo de 0, aumentado pela adigzao do DNI'. Na figura 9-B, pode-se

notar que quando o DNF & adicionado 2 preparagaoc, nenhuma troca

1

entre ions Catt ¢ protons pode ser constatada. De gqualquer forma
: 3 : - -
o DNF ou impede as trocas entre 1ons catt e protons acs niveis

da parede mitocondrial, ou faz acumular ions Ca*? no compartimen
to extramitocondrial.

11. Efeito glicogenolitico de outreos desacopladores da fosforila
950 ozidativa,

Com finalidade de extender os achados do efeito glicogenolitico
C

ao oxidativa, tres

0
h
9]
53
bt
—t
jal}
{7

agentes clagssicamante descritog na literatura foram utilizados .
Salicilate de sodio, Pentaclorofenol e 3,4=-Di-tert-butyl-i-hydro
xy-benzylidecnemalononitrile (SF-6847)., Este Gltimo teve especial
interesse por ter sideo demonstrado por MURAOKA e TERADA  (1872),

scr o mals potente desacopladeor da fosforilagac oxidativa conhe-
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Fig. 9 - Efeito do DNT sobre o consumo de Cat? e ejecdo de HY em
mitocondria de coragac de rato. A célula (2,0 ml) conti
nha KCl1 120 mM, succinato 2,0 mM, tampac HEPES 3,0 mM
(pH 7,2}, fosfato 0,5 mM, mitocondria (2,5 mg de protel
na/ml), DNF (quando adiciocnado), 107 oM.
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cido. DLesta forma, concentracdes muito baixas do SF-6847, tem
¢feito desacoplador e os efeitos colaterais da droga sao evita-
dos tornando~2 altamente especifica. Estes desacopladores, a c-
xemplo do DNF, eram injetados nos animais via intra peritoneal,

descritas come eficientes na literatura. Os sintomas
clinicos eram obszervados nos animais tratados e se apresentavam
bem evidentcs. O conteldo de fosforilase a e fosforilase total
era determinado em misculo esquellitico destes animais, uma hora

- H . -
apos a injegao dos desacopladores.

& tabela VIII, representa uma sintese do efeito glicogenolitico

¥

dos desacopladores da fosforilacio oxidativa descritos ¢ do DNF

‘\

e

ara efeito comparativo ¢ mostra que os niveis de fosforilase a

stao grandemente elevados em todos os casos. 0 conteudo de aoi-

»

do ldactico, todavia, excetuande o caso do SF-8847, nao se encon-
tra tao wlevado como no caso do DNF. Mesmo o SF-6847 com alta
poténcia desacoplante, elevando para os niveis mais altos a fos-
forilase a, o conteldo de acido lactico apesar de estar elevado

com relagao 2os outros desacopladores estudados, nio alecanga os
niveis encontrados pela injccioc de DNF nos animais. Na megma ta-
bela, obsurva-se que a G-6-P, foi determinada no misculo cardia-
co dos animais envenenados com Pentaclorofencl. Neste cago os ni
vels do G-ester se apresontaram elevados Com pelac?o a0s dosg ani
mals controles. Estes dados nog parecem do maior interesse e sef

rac cbjeto de consideracdes na "DISCUSSAQ", da presente Tese.
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

A agac glicogenolitica do Dinitrofenol vem sendo objeto de con-
trovérsias hd longo tempo. Os autores, que estudaram o fendmeno,
explicavam o aumento do fluxo glicogenolitico observado nos ani-
mais envenenados ou nas preparagoes de tecidos isolados, assumig
do as mals variadas hipOteses, muitas vezes em contrastante opo-
sigac com fatos fisiologicos bem estabelecidos, (HASS, 19847 o
THER e MULLLER, 195C; CORI e ILLINGWORTH, 19556; SEGAL e BLATR,
1958). Issas contrdigoes, cremos, surgiram principalmente pelo
fato de estar a fosforilase a menos ativa ou em menor concentra-
a0 nos animais ou tecidos tratados por DNF, cujo efeito glicoge
nolitico era incontestdvel, avaliado pelos baixos niveis de gli-
cogénic e alto conteddo de lactato encontrados. Pelas experién-
cias com outras substancias glicogenoliticas ou agentes fisicos,
nac restava divida ser a fosforilase a uma das enzimas controla-

doras mais importantes da glicogendlise.

0 objetivo da presente Tese, foi esclarecer o mecanismo glicoge-
nolitico do DNF. Todas as nossas experiencias foram censequéncia
dos achados de FOCEST et al. (19569). Estes autores, blogueando a
transformagao de fosforilase a = fosforilase b, atraves de
EDTA e fluoreto, e diluindo os extratos de animais envenenados )
de forma a evitar os seus efeitos colaterais que poderiam inter-
ferir no ensaio dessas enzimas, demonstraram gue, na realidade ,
a droga estimulava a produgio de fosforilase a ds custas de uma
ativagao da fosferilase b quinasc. Tal efeito, na época, s5 pode
ser encontrado "in vive™,

Com a preocupacac de explicar o fato do DNF nao apresentar efel
o

1

d

- i - - - e . * - -
glicogenolitico "in vitro", aventamos varias hipoteses e aque

da droga estar agindo de maneira indireta foi por nds aborda-

fu

ot

iniciaimente. Com efeito, a’'possibilidade do DNF agivr atraves

cl

@

seus produtos de catabolismo hepatico, uma vez que ele é redu
- [ad a - 3
z1do no figado em velocidade relativamente alta (PARKEE, 18523} ,

ou atraves da liberagao de catccolaminas na circulagdo, nos parc
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cia possivel. Para averiguar a validade desta hipOtese nos propu

zemos & trabalhar com coracoes isolados, onde os efeitos indire-
tos citados estariam abolidos. Entretanto, era necessario antes
de mais nada, verificar se este orgio se comportava como o muscu
1o esquelético, em relagic zo e¢feito glicogenolitico do DNF. Pe-
los resultados, foil verificads ndo s que o conteudo de Aacido
lactico no coragao estava aumentado, mas também que este aumento
poderia ser explicado através da glicogendlise aumentada no pro-
pric orgao, uma vez que 2 fosfordlise do glicogénic também esta-
va estimulada.

Sabendo que a enzima responsavel pola fosfordlise do  glicogénio
¢ a fosforilase, determinamocs tanto os niveis de fosforilase a
como de fosforilase b nos animails cenvenenadeos. Inicialmente 08
resultados foram dificultados pela grande quantidade de fosfori-
lase a encontrada no coragac. Iste sc devia provavelmente ao ra-
pido aumento do conteldo de AMP, coenzima da fosforilase b, con-

dicionado pela manipulagaoc do orgao durante sua extracdo ci rirgi
ca (CORNBLATH et al. 1983). Evidentemente, a atividade da fosfo-
rilase ensalada na ausencia de AMP que, deveria corresponder ex-

clusivamente 2 fosforilase a, era na rea lidade, uma somatoria das

Atividades das duas snzimas: fosforilase a e fosforilase b. Pelo

O
tratamento adsorvente com Norit A, pudemos excluir o nucleotidec
das preparacgoes e encontrar o conteldo provéavel das duas enzimas.
Lmbora o carvac adsorvesse parte das proteinas dos extratcs, fi-
cou bem estabelecido que a fosforilase a estava aumentada no co-
ragac cerca de tres vezes om relagic aos animais controles. Além
dissc, a atividade de fosforilase b quinase também foi encontra-
da aumentada. Com esses resultades, ficou reproduzido efeitc
glicogenolitico do DNF no coracac.

expericncias com coragdes isolades, perfundidos, que tambem
denmonstraram o efeito estimulante do DNF sobre o sistema de fos-
ilases, afastavam totalmente a possibilidade de interfercncia
dos produtos de catabolisme da droga noe figadeo, bem como a hipo-
- . \ - - X e
tese aventada de ser sua agao moediada por uma possivel liberacgac

de catecolaminas na circulagdoc sanguinca. Contudo, a interferén-




-

cia das catecolaminas propriament itas, nao estava excluida ,
uma vez gque o DNT poderia promover a llberdcao dagquelas presen-
tes nos reservatorios bndog“nos do ccragae° Todavia, acreditamos
que, quando trabalhamos com coragoes de ratos reserpinizados ou
quando bloqueamos os receptores B8-adrenérgicos pele uso de propa
nolol, afastamos também esta (ltima possibilidade.

Dos resultados encontrados o disgcutidos

, um achado pelo menos
era persistente, isto €, o DNT "per se”, de alguma fornma, deve-
ria agir sobre o sistema de fosforilase b quinase, uma vez que
a enzima se encontrava sistematicamente estimulada nas experiin-
cias. Esta agao nao sc fazia, evidente mente, através dos mecanis
mos expostos. Fol por 1sso que nos propuscemos a determinar uma

- . ~ + s
possivel ativagao direta da fosforilase b quinase por DNF. A en-

i

zima purificada nac fol estimulada pelo agente, quando este era
usado nas mesmas concentragoes das cxperiéncias em animais ou co
ragoes pefundidos; ac contrdrio, evidente inibicdo foi cnecntra-
da por concentragoes clevadas da droga. £ interessante observar
que esses achados podem explicar aqueles de CORI ¢ ILLINGWORTH
(1858). Estes autores verificaram que ¢ DNF néZo alterava os ni-

2

vels de fosforilase a em preparagfes de diafragma de ratos guan-
do usado em baixas concentragbes, porém, evidente diminuigio do
conteddo da enzima era encontrado guando a droga era usada em
concentragoes mais elevadas, da ordem de 1073M, A figura 1 nmnos-
tra o que poderia estar ccorrendo nas experiencias destes auto-
res, uma vez que fosforilase b quinase é a enzima responsdvel pe
la formagac de fosforilase a.

Como o DNF nao agia diretamente em preparacoes purificadas de
fosforilase b guinase, ccorrcu-nos de imediato, que o agente po-
deria causar uma maior produgdo de AMPc na célula e este “Gltimo
seria o verdadeiro estimulador da enzima em nossas condigocs. -
Foi assim, que procuramos verificar os niveis de AMPc nos ani-
mals envenenades. Este nucleotideo poderia estar em nivaeis eleva
dos através de uma ativacac da adenil ciclase, diretamente, cu
1través de uma inibigAc da fosfodiesterase, a exemplo do gque a-

contece com metilxantinas. Isto parece nao ter sido o caso,uma
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vez que animals tratadss com DNF nao aprasentavam qualquer aumen
to de AMPe; apesar de serem persistentes os niveis elevados de

fosforilase a

Pelas presentes consideragCes, fica pois estabeleceido que o DNF
nao pertence aquela classe de substincias representadas pela  a-
drenalina, glucagen e metilxantinas que proporcionam aumento  da
atividade da enzima através do acimulo celular de AMPe. Por esta
razac, comegou-se aventar novas hipSteses5 desta vez, sobre &
possfvel agac da droga om outros niveis da via glicogenolftica .
com censcaquenclias indiretas no sistema de fosforilas Destea
forma, a fosfofrutoquinase, enzima controladera das mais cficien

tes, fol objeto dos nossos estudos subsequentes.

Censiderando que a fosfofrutoquinasc ¢ inibida por altas concen-
tragoes de ATP e estimulada por ADP, &MP e Pi, e considerandc ain
da que o DNF, devido ao seu efeito ATPasico, podia condicicnar,
alteragdes nos niveis normais destes metabolitos na oélula, ima
ginou-se que a droga poderia estar agindo ac nivel desta enzima

e, como consequencia dissc, de alguma forma, sobre a fosforilase

b quinasc. Com efelto, a ativagﬁc da fosfofrutogquinase parecia
bem provavel, uma vez que os fatores controladores da atividade
da enzima (ATP, ADP, AMP e P1) quando determinameos, estavam alte
rados no sentido de proporcionar maiocr atividede 3 mesma. Como

consequeneia disso, os niveis de G-4-F deveriam cstar diminuidos
o que alids, foi também demonstrado. v figura 5, mostra que de
fato os niveis de G-6-P estdo diminuidos ja nog primeiros minu-
tos de perfusao do coragio pela acao do DNF.

A viabilidade da diminuigio da G-5-P cstar implicada na ativacgac
de fosforilase b quinase, fol portanto considerada. De fato, a
G-6-P  revelou-se potente inibidor desta Gltima enzima, fato es-

te que nos permitiu imaginar que, estandoc o éster em baixas con-

centragodes nos coragocs periundidos com DNF, uma "desinibicad' de
fosforilae b quinase poderia ccorrer. Assim, o nivel de fosfori-

lase a encontirado nessag condicles estaria consequentemente ele-

5

vado. Esse mecanismu, com efeilfo, poderia estar contribuindo pa-
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ra explicagao da agdc glicogenolitica do DNF. Convém  mencionar
que estudos recentes de SCHOLNICK et al. (1973); GOSH e SLOVITER
(1873), em sistemas gliccliticos, como culturas de reticuldcitos
e de cé&lulas de tumor de Ascite, corroboram o modelo do mecanis
Mo proposto, uma vez que estes autores mostraram resultados semg

lhantes quanto ao

93]
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niveis de nuclcotideos, G-6-P ¢ lactato, quan
do adicionavam DNY ou outros inibidorcs da fosforilagio oxidafi
va ds preparagdes ¢ concluiram que o estimulo glicogenclitice ve
rificado naquelas condigScs poderia ser consequéncia do estimulo
da atividade da fosfofrutoquinmnse.

Fol assim, que consideramos uma vez mais demonstrada a diferenga
entre © mecanismo de agdo do DNF ¢ da adrenalina ou do glucagon.
Os hormoniocs levam a uma estimulacaoc do sistema de fosforilases
com grande acumulo de G-6-P. A diferenga parece ccorrer devide a
agazo estimuladora do DNF, primariamente sobre a fosfofrutoguina-
se, devido as alteracdes que ele provoca nos niveis dos metaboll
tos discutidos. Us baixos niveis iniciais de G-6-P encentrados
nos coragoes perfundidos conduziu-nos a conjecturar que, nestas

condigoes, 2 fosforilase b quinase scria solicitada a fim de ga-

P

rantir suprimento de substrato adequado para a atividade da fos-
: o 3 N -
fofrutoquinase. £ isto, na verdade, o que se pode imaginar pelo

exame da experiencia deserita na figura 5, onde se constatou que
-P

a
08 niveis dc G-6 diminuem nos primeiros scgundos de perfusao ¢
com o decorrer do tompo a concentracao do éster vai aumentandc

gradativamente ate niveis prdximos 2o normal.

Apesar da diminuigac dos niveis de G-6-P poder explicar o estimu
lo inicial da atividade da fosforilasc b gquinase, nao explica o
contelde aumentado de fosforilase a apds os primeircs minutos de
agac do DNF, ,uma vez que os niveis dessa enzima continuam zltos
mesmo quando a G-6-P j& voltou a niveis praticamente normais, con
1igOes em que a fosforilase b quinazse apresentaria novamente ini
bida, de acordo com o gque ficou postulado.

A luz dessa observagao, outrcs mecanismos deveriam estap envolvi

dos na posterior ativacfo da fosforilase b guinase. Entre eles, o
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que nos pareceu mals importante fol o da ativacdo da enzima por
ions Cat?t. Nesse sentido, e basecadc nos resultados de varios au-
tores {(CARAFOLI et al. 1969; REYNAFARJE e LEHNINGER, 1969; CARA-
FOLI e LEHNINGER, 19713 REYNAFARJE ¢ LEHNINGER, 1873), experien-
cias foram realizadas para avaliar os niveis de ions Ca*t em com
partimentos celulares que pudessem ecstar implicados na ativagao
da enzima. De acordo com CHANCE, (1965), esta avaliacdo pode ser
feita atravis da medida de pH onm preparagoes de mitocondrias. As

trocas de concentragac hidrogenidnica ecntre estas organelas o o

liquido extramitocondrial refletem trocas estequiométricas de
ions Ca®" no sentido inversc. Para cada ion Ca*® absorvido pela
mitocondria, de um a deis ions de hidrogénio sio ejetados pela

mesma, no citoplasma, dependendo da natureza e fungio dos anions
bresentes no meio. Nossos resultades sugerem que ¢ DNF aumenta
os niveis de Ca** no citoplasma, tanto por promover a diminuigac
de seu consumo pela mitocondria, como por proporcionar liberacgio

4 s
de Ca™ da crganela para o citoplasma.

A guisa de explicacioc das trocas de ions gue OCoryem na prssenga
do DNF, pode~se sugerir, de acordo com a Teoria Quemiosmotica de
MITCHELL, (1961}, que o transporte dz elétrons ao longe da ca-
deia respiratdria € acompanhado pela ejegao de ions HY para o ex
terior da membrana interna da mitocondia, danto origem assim, a
um gradiente guemiosmdtico, com capacidade de gerar enevgia 1i-
vre para itransportes ativos aocs niveis dessa membrana. O DNF ¢ de
sacopladores similares, por serem acidos fracos aromaticos, 1i-
possoluveis, seriam adsorvidos na fase tipidica da membrana e
permitiriam o livre transito de protons para o exterior da mit
condria (CARAFOLI e RO5S8T, 1967). O resultade final seria, pol
concentragGes iguais desses ions nos dois ledos da membrana. E
entemente, nessas condig¢gdes, ha impedimento termodindmico para
realizacac de trabalho, uma vez que o sistema.se encontra em e-
quilibrio e as trocas de energia livre (48) & igual a zero. Em
consequéencia, o transporte de Catt estaria interrompido no sentil
do inverso, isto &, para ¢ interior da mitocondria, permanecendo
no espago extramitocondrial. Além disso, independentemente de
s

qualquer transporte ativo, o Ca** passa livremente para fora
mitocondria.

1L
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4 flgura 9, exprime experimentalmente a acac do DNF que esté com
efeito, de plenc acordo com a Teoria Quemiosmética da fosforila-
¢ao oxidativa de MITCHELL,

Com relacac as trocas de Ca'® ao nivel da mitocendria, devemos

salientar ainda que, de acordo com LEENINGER, (1870, no mﬁsculo
cardiaco e esquelético vermelho, a mitocondia tem papel relevan-
te na regulacao do Catt citoplasmatico, possivelmente superando
o papel do rcticulo sarcoplasmatico. Isto nos leva a crer que o
rapel desacoplador do DNT tem implicacoes diretas em sua fungio
glicogenolitica, pois, o Ca*t aumentado no citoplasma promoveria
estimulo de fosforilase b quinase, e consequentemente, acimulo

de fosforilase a no tecido muscular.

Se essas acertivas sao va%dadulr&s, outros desacopladores da fos
£

orilagac oxidativa devem ser ativadores da fosforilase b quina-

A

fant)
[t

A

> uma vez que eles promovem também um acumule de Catt em  com-
rtimentos extramitocondriais. A tabola VII resume varias deter
minagoes em animais envenenados com desacopladores da fosforila-
¢ao oxidativa e compara-os com o DNF. Do exame da tabela, torna-
se evidente que todos os desacopladores cstudados condicionam
substancial aumento do contelde de fosforilase a nos animais on-
venenados e, além disso, quc a potéincia glicogenolitica destes,
quando avaliada através do conteldo de lactato, € muito menor
que a do DNF, embora os niveis de fosforilase a estejam tao ele-
vados ou mais, em relacao aocs niveis encontrados pela acao deste
Ultimo. Por outro lado, os niveis de G-6-P, de acordo com a tabe
la, estao diminuidos para o casc do DNF, enquanto gue no caso do

- . - - ~— -
Pentaclorofenol, os niveis celulares do éster estio elevados com

relagac aos animais controles. Resultados recentes de FOCEST,

(1974), revelam que tanto o salicilato quanto o SF-6847 também
. . i . . . 3

condicionam nivels altos de G-6-P nos animais.envenenados .

Letes resultados finals nos parecsram muito importantes , Do1s

nos possibilitaram concluir gue os desacopladores da  fosfordla-
. ~ o -y
cac oxidativa, de um modo geral, podam promover estimulo da gli-

copenolisce atraves do sistema Catt fosforilase b quinase
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piamente . Este estimulo acarreta niveils altos de G-8-P na celula.
Nesse particular, os desacopladores assemelham-se a agao da adre
nalina estimulando, primariamente, fosforilase b quinase, porem,

através do aumento extramitocondrial de Ca’™t ¢ nao de AMPc.

Os dados apresentados e discutidos acima levaram-nos a sugerir
pelo menos dols mecanismos para explicar o efeito glicogenoliti-
co do DNF. 0 primeiro seria devido ao scu efeito ATPasico que,
levando o ATP a niveis extremamente baixos, condicicnaria um es-
timulo da fosfofrutoquinase, uma vez que este nucleotideo, além
de co-substrato ¢ também inibidor alostérico da enzima. Em co
quéncia do estimulo da enzima, og nivois de G-6-P estac diminui-
des. O segundo, atraviés de aumento do ions Cca*?, conhecido ativa
dor da fosforilase b quinase. Este Ultime parece comum para  OS
cusacopladores da fosforilagae oxidativa.

Experiencias de SHOLNICK ot al. (1873), reforgaram nossos resul-
tados. Estes auvtores, usando DNE enm pru aracoes de células tumo-

rais, consegulram verificar que o ite glicogenolitico do DNF
fica grandemente diminuido quando as células sio previamente
tratadas por rutamicina. Rutamicina, & um potente inibidor da a-
tividade ATPdsica do DNT e, nestas condigoecs, somente © efeito

desacoplador da droga & manifestado nas células, e a velocidade
de formagde de acido lactico diminus significantemente.
Quando comparames o efeito glicogenolftico do DNF com aqueles a-
prasentados por células submetidas a condigoes de anoxia, varios
05 comuns podem sar evidenciados. Na verdade, &€ dificil defi
nir diferencas marcentes entre os dois Fendmenos, pois, em condi
coes de andxia, as células ndo podem oxidar adeguadamente seus
substratos e os niveis energéticos da mesme devem ser mantidos,o
o s3o, principalmente através de glicogendlise, no fenomeno co-
nhecide como Lfeito Pasteur. Nos animais envenenados com DNE, as
oxidacdes sic, 20 contrario da andéxia, aceleradas, porem, O Con-
tendo une?gético da célula cnecontra-se extremamente diminuido de
vido ndo sd a seu ofeito desacoplador da fosforilagao oxidativa,

como tambim o scu cfeito ATPasico. O resultade final €, como nas




condigles de andxia, una malor velocidade de glicogendlise para
suprir =s neccessidades energéticas da célula.

A andxia dos tecidos determina grande aumento da atividade dz
via glicogenolitica dos mesmos e, pclo menos, doils compenentes

cstio implicados nesse mecanismo. Um componente adrenérgico tran
sitorio, abolido pelo uso de 8-blogueadores ¢ um cutro componen-
te, talvez mals importante, resistente aos fi-bloqueadores. IDsta
Ultimo tem sido objeto de muita discussdo, embora a . implicacga

do AMPec neste processo esteja definitivamente afastada (ROEINSON
et al., 1967). WOLLENBERGER et al. (1968}, estudando © efeito
glicogenclitico da andxia em coracdes submetidos a hipdxia, pre-
viamente tratades com Pronethalol (blogueador B-adrenértico) con
cluiram que os ions Ca®™t poderiam estar envolvidos no pProcessc
de ativacg2o glicogenolitica observado. Nenhuma evidencia experi-

mental, contudo, trazia suporte a esta concluséo.

Para comparar os efeitos glicogenoliticos do DNY com os da  ano-
—15

xla, congtruimes a tabela Vil,cujos dados foram obtidos de nossos

sultados para o caso do DNF, e¢ dog resultados de outrcs auto-
res para o caso da andxia com o componente adrenérgico abolido
por tratamento prévio das preparagdes com Pronethalol ou resevpl
na. Embora as determinagoes, e¢m algumas vezes, tenham sido fel-
tas em diferentes condigdes e apresentadas em diferentes unida-
‘es, 08 nivaeis das alteractes provocadans pelos agentes sao  evi-
dentemente proporcionais. 0 exame da tabela VIIT, demonstra 05
cfeitos muito semelhantes encontrados pelas determinagoes nas
duas condigoes, revelando que o misculo cardiaco dos animals en-
venenados com DNF comporta-se da mesma forma que ¢ misculo Oardl
aco dos animails submetidos a hlpOXl . Essas afirmagoes finais,
embora COMm reservas, nos pareceram altamente significantes, peis
possibilitaram postular um mecanismc para explicar pela primeira
vez, com base em alteracgdes cnergéticas aos nivels de membrana

TM1ToConariti, ©

o rapido fluxo glicogenolitico encontradce nos

2 ni-
mais submetidos a andxia, ¢ ainda nos permitiu estabelecer base
para futuras investigacdes. Neste contexto, pretendemos nao ter-
minar aqui nossas experifncias, pois estamos seguros, de gue mul
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to ainda ha por se fazer para se langcar propostas definitivas a
respeito de um fendmeno tdo universal e importante como aquele

insistentemente referido: o Efeito Pasteur.
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RESUMO

0 mecanismo do efeito glicogenclitico do dinitrofenol fol estuda
do em mUsculo esquelético e em cor acoes, onde este efeitc pare-
ceu bem evidente. As hipoteses do efeito indireto da droga atra-
ved de seus produtos de redugdo no figado ou através do aumento
ra produgao de catecolaminas nos animais, foram afastadas. Os da
dos experimentais que indicaram aumento do conteido de fosforila
se a através da maior atividade da fosforilase b gquinase, bem co
mo os niveis de denosina trifosfato e Glicose-6-fosfato, diminu
idos nos primeiros minutos da agao da droga, propercionaram uma
explicagao para o scu efelto nestas condicbes iniciais. Assim, ©
efeito do Dinitrofenol sobre & Adenosina trifosfatase condiciona
va os baixos niveis de Adenosina trifosfato, que por sua vez pro
moviam aumento da atividade da fosfofrutoquinase e consequente-
mente baixos niveis de Glicose-6-Ffosfatc na célula. Nestas condi
cdes a fosforilase b quinase tinha sua acio facilitada (Glicose-
6-foafato & inibidor da enzima), o os niveis de fosforilase a fo

ram encontrados elevados. Apds corto tempo de agao da droga, OS

f.:

niveis do Glicose-G-fosfato vo

—1..1-
I

am a0 normal enquanto que ©s ni=
veis desta ultima cnzima continuam aumentados. Neste caso parcee,
a exempleo de outros desacopladores da fosforilacao oxidativa,que
o Dinitrofencl condiciona acumulo de ions Ca** em compartimentos
celulares, onde a fosforilase D quinase esta preferencialmente a
lojada, proporcionandc aumento de sua atividade. A agdo glicoge-
naolitica do Dinitrofencl, fol pois explicada, com base nestas
consideracgoes. A presente Tese também contribuiu para a explica-
gao Ao mecanismo do efeito gllcogonollt co dos desacopiadOPQS da
fosforilagao oxidativa e da anoxia.
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