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Resumo 

A 5'-nucleosídase citosólica IMP/GMP específica é uma enzima 
caracterizada por utilizar como substratos preferenciais o IMP e o GMP. 
Tem uma distribuição ubiquitária, podendo ser encontrada em leveduras e 
praticamente todos os tecidos e órgãos de vertebrados. A enzima foi 
purificada a partir de extracto de cérebro de rato utilizando precipitação 
pelo sulfato de amónio e 1res cromatografias consecutivas em colunas de 
fosfocelulose, Dyematrex Green A e Phenyl superose, com um rendimento 
final de cerca de 8% e uma actividade específica 2,2 U/mg. 

A actividade da enzima purificada é absolutamente dependente da 
presença dos iões Mg2+, podendo, contudo, serem substituídos com cerca 
de 45% de eficiência pelo Co2+. O intervalo de valores de pH e temperatura 
óptima da reacção enzimática é de 6,5-7,0 e 35-42°C, respectivamente. Os 
valores de Km na ausência (e presença de) de Ap4A para os seguintes 
substratos, foram: IMP, 0,6 (0,3); GMP, 4,6 (0,7); XMP, 11 (4,7); AMP 15 (7) 
mM. 

A enzima é activada pelos diadenosina polifosfatos, com um número 
de fosfatos internos > a 4, apresentando valores de Ka da ordem de |iM, 
que diminuem à medida que aumenta o número de fosfatos da cadeia 
interna: 83 (Ap4A), 76 (Ap5A) e 56 \M (Ap6A). Os heterodinucleósidos 
tetrafosfatos do tipo Ap4N (N uma purina), são também activadores da 
enzima, embora em, menor grau que os anteriores. A presença de uma base 
pirimidínica, como consti tuinte destes heterdinucleótidos, diminui 
significativamente a sua eficácia efectora. Os polifosfatos são, do mesmo 
modo, activadores da enzima desde que o seu número de resíduos de 
fosfato seja superior a 5. Quanto maior for esse número, maior é o grau de 
activação. Os valores de Ka determinados para o Pis , Pi9 e P20, foram de, 
3,5, 0,9 e 0,6 |iM, respectivamente. 

A enzima intervém, igualmente, em reacções de fosfotranferência -
actividade fosfotransferásica. Utilizando o IMP e a guanosina, como dador 
e receptor do grupo fosfato, respectivamente, esta actividade enzimática foi 
es t imulada pelos mesmos efectores da actividade nucleotidásica, 
pra t icamente com a mesma eficácia. Ambas as actividades foram 
estimuladas pelo 2,3-DPG, mas em concentrações superiores aos dos 
outros efectores referidos. 

O estudo do metabolismo purínico cerebral foi efectuado mediante 
incubação da fracção citosólica (sobrenadante de 150 000 x g) na presença 
de nucleótidos, nucleósidos e respectivas bases. Os resultados obtidos 
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mostraram, principalmente, que: (i) na ausência de ATP, a enzima 
preferencialmente envolvida no metabolismo do AMP é a 5'-nucleotídase 
solúvel de alta afinidade, sendo este nucleótido degradado via adenosina a 
inosina e hipoxantina; (ii) na presença de ATP e ADP, o AMP é degradado 
preferencialmente via IMP a inosina e hipoxantina, o que pode ser 
explicado pela activação da AMP desamínase e pela inibição da 5'-
nucleotídase solúvel de alta afinidade pelo ATP. 

Este estudo experimental foi acompanhado e complementado por um 
estudo teórico, mediante resolução matemática de um sistema de equações 
gerais diferenciais das reacções de velocidade das enzimas envolvidas nesse 
processo metabólico. Os resultados obtidos foram muito semelhantes aos 
obtidos experimentalmente, permitindo prever ou simular situações difíceis 
de realizar experimentalmente. 

Realizou-se, igualmente, um estudo sumário comparativo entre as 
sequências de nucleótidos codificantes para as 5'-nucleotídases, já 
descritas, e as correspondentes sequências de aminoácidos, mediante 
pesquisa em banco de dados: "GenBank". Os resultados demonstraram a 
inexistência de quaisquer homologias entre as sequências codificantes e 
respectivas sequências de aminoácidos entre a 5'-nucleotídase citosólica de 
placenta humana e as restantes 5'-nucleotidases (membranares ou de 
origem membranar). No entanto, e surpreendentemente, observou-se uma 
significativa homologia entre as sequências de nucleótidos codificantes e 
correspondentes sequências peptídicas entre a 5'-nucleotídase e o receptor 
da proteína A do surfactante pulmonar (receptor do SP-A) que se traduzia 
na identidade de 132 aminoácidos C-terminal da 5'-nucleotídase citosólica 
e os correspondentes aminoácidos N-terminal, do receptor do SP-A. A 
razão para esta tão grande identidade, parece ser, até ao momento, 
inexplicada 
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Abstract 

The cytosolic 5'-nucleotidase IMP/GMP specific is an enzyme that 
uses as main substrates IMP and GMP. It has been found in yeast and in 
most of organs and tissues, from vertebrates. The enzyme was purified 
from rat brain extracts using amonium sulfate precipitation and three 
chromatographic steps, phosphocellulose, Dyematrex Green A and Phenyl 
superose, with a final recovery of aproximatly 8% and a specific activity of 
2,2 U/mg protein. 

The activity of the purified enzyme is dependent on the presence of 
Mg2+ , and it can be replaced by Co2+ with 45% of efficiency. The optimal 
pH and temperature range of the enzyme reaction was 6.5-7.0 and 35-
42°C, respectively. The Km values in the absence (and in the presence) of 
AP4A for the following substrates were: IMP, 0,6 (0,3); GMP, 4,6 (0,7); XMP, 
11 (4,7); AMP 15(7)mM. 

The enzyme is activated by diadenosine polyphosphates (Ap4A), with a 
number of internal phosphates > 4, with Ka values in the nM range, which 
decrease with the increasing number of the phosphate chain: 83 (Ap4A), 76 
(Ap5A) e 56 (iM (ApôA). The heterodinucleosides tetraphosphates, of the 
Ap4N type (N being a purine), are also enzyme activators, although in a 
lower degree. The presence of a pyrimidine base in an heterodinucleotide 
decreases significantly its effectiveness. The polyphosphates are also 
enzyme activators, as far as the number of phosphate residues are higher 
than 5. The activation is directly related to the number of phosphates. The 
Ka obtained for P i 8 , Pi9 and P2o. were of, 3,5, 0,9 e 0,6 \M, respectively. 

The enzyme is also involved in phospho-transferring rections. Using 
IMP and guanosine, as donor and as receptor of the phosphate group, 
respectively, this enzyme activity was stimulated by the same activators as 
the nucleotidase activity, and with similar effectiveness. Both activities, 
hydrolase and phosphotransferase, were also stimulated by 2,3-DPG, 
though at higher concentration than the others effectores referred above. 

The brain purine metabolism study was carried out by incubating the 
cytosolic fraction (150 000 x g supernatant) in the presence of nucleotides, 
nucleosides and nitrogen bases. The results obtained showed that: (i) in 
the absence of ATP, the enzyme preferentially involved in the AMP 
metabolism was the soluble 5'-nucleotidase of high affinity, being this 
nucleotide degraded via adenosine to inosine and hipoxanthine; (ii) in the 
presence of ATP and ADP, the AMP is degradated, via IMP to inosine and 
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hypoxanthine. This can be explained by the ATP activation of AMP 
desaminase and the inhibition of the high affinity 5'-nucleotidase by ATP. 

This aproach was complemented with a theoretical study, through 
mathematic resolution of a velocity equations system of the enzymes 
involved, yielding similar results to those obtained experimentally. With 
this method different situations, difficult to perform experimentally, can 
be explored. 

A comparative study- between the sequence of nucleotides encoding 
the 5'-nucleotidases already described, as well as the aminoacids 
sequences, was done in a data base: "GenBank". The results showed that 
there was no DNA or protein homology between the cytosolic 5'-
nucleotidase from human placenta and other membrane 5'-nucleotidases. 
Nevertheless, it was observed a high homology between the nucleotides 
sequences encoding the cytosolic 5'-nucleotidase and respective peptide 
sequences, and the corresponding sequences of the pulmonary surfactant 
protein A receptor (SP-A receptor), which presented an identity in 132 C-
terminal aminoacids of cytosolic 5'-nucleotidase and the correspondent N-
terminal aminoacids of SP-A receptor. The homology observed between 
these two proteins had not been previous reported and its physiological 
meaning was not yet clarified. 
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Résumée 

La 5'-nucléosidase cytosolic IMP/GMP spécifique est une enzyme 
caractérisée par la utilisation preferenciei de 1' IMP e GMP comme 
substra ts . Sa distribution est ubiquitaire et on peut la trouvée dans les 
levures e dans tous les tissues et organes des vertèbres. L' enzyme a été 
purifiée a partir des extraits de cerveau de rat en utilisant la précipitation 
au sulfate ammonium et irais chromatographies successives en colonnes 
de phosphocellulose, "Dyematrex Green A" et "Phenyl superose", avec un 
rendement final de 8% et une activité spécifique de 2,2 U/mg. 

L' activité de 1' enzyme purifiée est absolument dépendent de la 
présence des ions Mg2+, qui peuvent être remplacés par les ions Co2+, avec 
45% de efficace comparée. L' intervalle de valeurs de pH et température 
optimal de la reaccion enzymatic, est de 6,5-7,0 e 35-42°C, respectivement. 
Les valeurs de Km sans (et avec) Ap4A pour les substrats suivants ont été: 
IMP, 4,6 (0,7); XMP, 11 (4,7); AMP 15 (7) mM. 

L enzyme est activée par les diadénosine polyphosphates (Ap4A), avec 
un numéro de phosphates internes > 4, et valeurs de Ka dans la ordre de 
\iM, qui diminuent en fonction de 1' augmentat ion du numéro de 
phosphates internes: 83 (Ap4A), 76 (ApsA) e 56 îM (Ap6A). 

Les hétérodinucléosides tetraphosphates du type AP4N (N est une 
purine), sont aussi activateurs de 1' enzyme, mais dans un niveau plus 
ba s . La présence d' une pyrimidine, comme cons t i tuent de ces 
heterodinucléotides, diminue significativement sa efficace effecteur. Les 
polyphosphates sont aussi activateurs de 1' enzyme, a partir d' un numéro 
de phosphates supérieur a 5. Le niveau de 1' activation enzymatique est 
directement dépendent du numéro de ces residues. Les valeurs de Ka 

déterminés pour le P i s - Pi9 e P2o- ont été, 3,5, 0,9 e 0,6 ^iM, 
respectivement. 

L' enzyme participe aussi dans les réactions de transfert de 
phospha tes - activité phosphotransferase. En uti l isant 1' IMP e la 
guanos ine , comme donneur e récepteur du groupe phospha te , 
respectivement, cette activité enzymatique a été stimulé avec la même 
efficace, par les mêmes effecteurs de 1' activité nucleotidase. Les deux 
activités ont été, auss i , s t imulées pour le 2,3-DPG, mais , en 
concentrations supérieures. 

L' étude du métabolisme des purines cérébrale, a été effectué par 1' 
incubation de la fraction cytosolic dans la présence de nucleotides, 
nucleosides et ses bases. Les résultats obtenues ont montré que (i) dans la 



XXVll l 

absence d' ATP 1' enzyme que participe préférentiellement d a n s le 
métabolisme du AMP est la 5'-nucleotidase soluble d' haut affinitée et que 
ce nucleotide est dégradé, vie adenosine a inosine et hipoxantine; (ii) dans 
la présence d' ATP et ADP, 1' AMP est dégradé, préférentiellement, vie IMP a 
inosina et hipoxantine, que peut être expliqué par 1' activation de 1' AMP 
desaminase et pour 1' inhibition de la 5'-nucléotidase par 1' ATP. 

Cet étude expérimental a été accompagné et complemente pour un 
étude théorique, par résolution mathématique d' un système de équations 
différentiels générales des réactions de la vélocitée des enzymes impliquées 
dans ce procès métabolique. Les résultats obtenues ont été très reprochés 
aux résultats expérimentaux, ce que permettre prévenir ou simuler des 
situations difficiles à réaliser expérimentalement. 

On a réalisé, également, 1' étude sommaire comparative entre les 
séquences nucléotidiques codifiantes pour les différents 5'-nucléotidases 
décrites et les séquences peptidiques correspondants, par recherche dans le 
"GenBank". Les résul ta ts ont démontré aucune homologie entre les 
séquences codifiées et les respectives séquences aminoacidique entre la 5'-
nucléot idase cytosolic de la placenta humaine et les au t r e s 5'-
nucléotidases (membraneuse ou de origine membraneuse). Par contraire, a 
été observé une homologie significative entre les séquences des nucleotides 
codifiantes e respectives séquences peptidiques, de la 5'-nucléotidase e le 
récepteur de la protéine A du surfactant pulmonaire (récepteur du SP-A), 
qui se traduit par 1' identité de 132 aminoacides C-terminal de la 5'-
nucléotidase cytosolic et respectives aminoacides N-terminal du récepteur 
du SP-A. La justification pour cet identité n'est pas connue jusqu 'à ce 
moment. 
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1.1. M e t a b o l i s m o dos n u c l e ó t i d o s p u r í n i c o s 

1.1.a. Conteúdo intracelular 

Os nucleótidos purínicos mais abundantes na célula são os derivados 
da adenina (AMP, ADP, ATP) e da guanina (GMP, GDP, GTP). Em menor 
proporção encontram-se outros nucleótidos derivados da xant ina e 
hipoxantina. Tomando o fígado como órgão de referência, as concentrações 
descritas para estes nucleótidos, em termos de (imol/g de tecido húmido 
são os seguintes: ATP, 18; ADP, 0,6; AMP, 0,3; GTP, 0,2; GDP, 0,06 e GMP 
0,05 (Williamson e Brosnan, 1974; Parrilla e col., 1976; Kleineke e col., 
1979; Siess e Wieland, 1979 a,b). 

As relações ATP/ADP e GTP/GDP são de cerca de 3 e de 3,3, 
respectivamente. A percentagem de distribuição entre as porções citosólica 
e mitocondrial são, respectivamente: ATP (75, 25); ADP (55, 45); GTP (80, 
20); GDP (55, 45) e GDP (55, 45). As relações ATP/ADP e GTP/GDP são 
diferentes no citosol (4,0 e 4,8) e na mitocôndria (1,7 e 1,5). 

1.1.b. Interconversão de nucleótidos purínicos 

O IMP é o primeiro nucleótido purínico produzido na célula mediante 
a via de síntese de novo. Nesta sequência metabólica intervêm 11 enzimas 
e os seguintes substra tos : 1 ribose-5-P, 5 ATP, 4 aminoácidos (2 
glutaminas, 1 glicina e 1 aspartato), 2 derivados do tetrahidrofolato (o 
metenil e o formil-derivados), HCO3" e 3 moléculas de água. 

A partir do IMP, sintetizado pela via de síntese de novo de purinas, 
produz-se adenilsuccinato (ASA) e AMP pela acção em sequência de duas 
enzimas: a ASA.sintétase (EC 6.3.4.4) e a ASA líase (EC 4.3.2.2). Por outro 
lado, o IMP pode dar origem a XMP e GMP mediante reacções catalisadas 
pela IMP desidrogénase (EC 1.6.6.205) e pela GMP sintétase (EC 6.3.5.2). A 
interconversão entre nucleótidos purínicos completa-se mediante as acções 
das enzimas AMP desamínase (EC 3.5.4.6) e GMP reductase (EC 1.6.6.8), 
que transformam o AMP e o GMP em IMP. Os cofactores necessários para 
cada uma destas enzimas encontram-se especificados na Fig. 1. 
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l . l . c . Transfosforilação de nucleótidos 

Mediante a transfosforilação interconvertem-se grupos fosfato entre 
nucleósidos, mono, di e trifosfatos, gerando-se ADP e ATP a partir de AMP, 
GDP e GTP a partir de GMP. 

As reacções de transfosforilação são catalisadas por enzimas que em 
geral são bas tante inespecíficas: a nucleósido monofosfato cínase, a 
nucleósido difosfato cínase e a adenilato cínase. Es tas enzimas 
apresentam, normalmente, altas velocidades máximas na célula, catalisam 
reacções reversíveis que tendem ao equilibrio, e n a s qua is se 
interconvertem nucleótidos com distintos níveis de fosforilação. Nestes 
processos intervêm os nucleótidos purínicos e pirimidínicos, tanto ribo 
como deoxiriboderivados. Existem, igualmente, fosfátases inespecíficas que 
desfosforilam os nucleósidos mono, di e trifosfatos. Completando o quadro 
de interconversão de nucleótidos purínicos, ainda que a outro nível, há 
que s i tuar a fosforilação oxidativa, processo que tem lugar n a s 
mitocôndrias e mediante o qual se sintetiza ATP a partir de ADP e Pj. Neste 
caso, não se t ra ta de uma transfosforilação, na qual apenas se 
interconvertem fosfatos entre compostos mais ou menos ricos em energia, 
mas sim, de um processo no qual se produz um ganho de energia química 
a partir da oxidação de compostos hidrogenados. 

1.1.d. Recuperação de bases purínicas 

Os nucleósidos trifosfato purínicos e pirimidínicos participam em 
inúmeras reacções químicas nas quais se transfere parte das suas 
moléculas: Pi, PPi, um nucleósido monofosfato ou um nucleósido. Os 
nucleótidos incorporam-se também nos ácidos nucleicos de tipo DNA ou 
RNA. Tanto os nucleótidos como os ácidos nucleicos estão também 
submetidos a reposições metabólicas no qual participam uma variedade de 
fosfátases, exo e endonucleases e outras hidrólases. O conjunto de todos 
esses processos metabólicos faz com que a partir de nucleótidos se gerem 
nucleósidos e bases purínicas que a célula t ra ta de recuperar, como 
nucleósidos monofosfato, mediante uma série de reacções nas quais 
participam as seguintes enzimas: 
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i) Fosfátases inespecíficas (alcalinas (EC 3.1.3.1) e ácidas (EC 
3.1.3.2)) 

Constituem uma família de enzimas, cujo número e função não estão 
ainda bem determinados, que catalisam a desfosforilação hidrolítica dos 
nucleósidos mono, di e trifosfatos a nucleósidos com libertação de fosfato. 

ii) Nucleotidases específicas 
Estão descritas 5'-nucleotídases, 3-nucleotídases e 2'-nucleotídases 

específicas que catalisam a hidrólise de todos estes nucleótidos a 
nucleósidos e fosfato inorgânico. Uma vez que a maioria dos nucleótidos 
são derivados 5'-fosfato, as 5'-nucleotídases têm sido as mais estudadas. 

Dado o interesse deste trabalho nestas enzimas, as 5'-nucleotídases 
serão tratadas com maior pormenor no ponto 1.2 deste capítulo. 

(iii) Nucleosidases (EC 3.2.2.1) 
Catalisam a hidrólise de nucleósidos a bases nitrogenadas e ribose. 

(iv) Nucleósido fosforílase (Purinonucleósido fosforílase (EC 2.4.2.1)) 
Utilizam o Pi como cosubstrato, gerando ribose- 1-P e a base 

nitrogenada correspondente. A reacção catalisada por este tipo de enzimas 
é reversível, ao contrário das nucleosidases tratadas anteriormente. 

(v) Fosforibosil transferases 
Catalisam a reacção 

BRP + PP: . B + PRPP 
B, base; PRPP, fosforibosilpirofosfato ou 5-fosfo-a-D-ribose 1-difosfato. 

Conhecem-se várias destas enzimas capazes de t ransferir o 
fosforibosilfosfato. No que respeita ao metabolismo das purinas conhecem-

se a hipoxantina-guanina fosforibosil transferase (HGPRT) (EC 2.4.2.8) e a 
adenina fosforibosil transferase (APRT) (EC 2.4.2.7). Estas enzimas podem 
ser também englobadas sob o nome genérico de nucleótido pirofosforílases, 
refletindo melhor o sentido em que actuam a nível celular. A direcção de 
toda esta via de recuperação de purinas é 

B ► BR ► BRP 

BR, nucleósido; BRP, nucleósido monofosfato. 
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l . l . e . Mecanismos de regulação no metabolismo dos nucleót idos 
purinicos 

Em relação ao metabolismo dos nucleótidos, como ocorre, aliás, no 
caso de outras vias metabólicas, apenas se tem uma visão qualitativa da 
sua regulação, sendo os pontos de maior interesse os seguintes: 

No que respeita à via-de síntese de novo de purinas considera-se que 
as duas primeiras reacções (1) e (2), catalisadas pela ribose-fosfato 
pirofosfocínase (PRPP sintétase) (EC 2.7.6.1) e pela amido 
fosforibosiltransférase (PRPP amidotransférase) (EC 2.4.2.14), marcam a 
velocidade de síntese de IMP. 

Ribose-5-P + ATP ■ (1^ - PRPP + AMP 

PRPP + Glutamina + H 2 0 ^ » Fosforibosilamina + Glutamato + PP j 

A primeira enzima é inibida por quase todos os nucleótidos purinicos, 
independentemente da natureza da base e do seu grau de fosforilação. 
Todos estes nucleótidos, além do IMP, podem considerar-se como produtos 
finais e, daí, o sentido fisiológico que pode ter esta inibição. 

O fosforibosilpirofosfato, que se sintetiza por acção catalítica da 
primeira enzima, serve para a síntese não só de purinas, mas também de 
outros metabolitos (histidina, nucleótidos pirimidínicos). Pelo contrário, o 
segundo metabolito da via de síntese de novo, a fosforibosilamina, apenas 
tem u m destino metabólico conhecido que é a síntese de IMP. Daí que, a 
PRPP amidotransférase possa considerar-se mais estrictamente como a 
primeira enzima da via de síntese de novo das purinas. Esta enzima é 
também inibida por nucleótidos purinicos, principalmente AMP e GMP. Por 
outro lado, o Km da enzima para o fosforibosilpirofosfato é de cerca de 0,2 
mM, zona na qual podem ocorrer alterações nos níveis de PRPP. Por isso, 
aumentos nas concentrações deste metabolito induzem aumentos na 
velocidade da transferase. 

No que respeita à regulação da interconversão dos nucleótidos 
purinicos podem destacar-se as seguintes características: 

A síntese de AMP requer GTP (enzima i, Fig.l) e a síntese de GMP 
requer ATP (enzima m, Fig.l). Todas as enzimas que intervêm nesta via 
metabólica são inibidas em maior ou menor grau pelos res tan tes 
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nucleótidos purínicos. A razão provável deste fenómeno é que todos estes 
nucleótidos têm uma grande analogia estrutural: têm o mesmo resíduo de 
ribose-fosfato e ligeiras modificações no anel purínico. 

Fenómenos de regulação mais específicos foram descritos para a GMP 
reductase e para a AMP desamínase. A GMP reductase é activada pela 
diguanosina tetrafosfato (GP4G) e pelo GTP com constantes de activação 
da ordem de nanomolar e micromolar, respectivamente. Por sua vez, a 
xantosina monofosfato (XMP) é um inibidor muito potente da reductase 
com uma constante de inibição de cerca de 10 nM. A actividade da enzima 
in vivo depende da concentração intracelular de XMP e de Gp4G (ou GTP). A 
AMP desamínase é activada pelo ATP e pela diadenosina tetrafosfato 
(Ap4A), com constantes de activação da ordem de milimolar e micromolar, 
respect ivamente. Observe-se que, tanto o GP4G como o AP4A são 
activadores mais potentes da GMP reductase e da AMP desamínase que os 
correspondentes nucleósidos trifosfatos, GTP e ATP, respectivamente. A 
GMP reductase e a AMP desamínase ocupam posições chave no 
metabolismo dos nucleótidos purínicos, dado que são as enzimas que 
catalisam a transformação de GMP e de AMP em IMP e, portanto, a 
interconversão dos nucleótidos da adenina e da guanina. Neste sentido, o 
excesso de GTP (e/ou de Gp4G) actuaria como sinal para transformar a 
base guanina em adenina, e inversamente, o excesso de ATP (e/ou de Ap4A) 
poderia ser um sinal positivo para transformar a base adenina em 
guanina. 

A diadenosina tetrafosfato e o ATP são também activadores da 5'-
nucleotídase citosólica que degrada preferentemente o IMP, o GMP e o XMP 
aos correspondentes nucleósidos. 

Apesar de a síntese do anel purínico resultar metabolicamente 
custosa (requer pelo menos a hidrólise de cinco moles de ATP por mole de 
IMP sintetizado), os organismos não recuperam todas as bases que 
sintetizam, e degradam parte delas, de maneira diferente segundo as 
espécies. Os humanos eliminam-as como ácido úrico, que se forma por 
acção da xantina oxidase (EC 1.1.3.25). Trata-se de uma flavoproteína que 
catalisa a oxidação da hipoxantina em xantina e a oxidação da xantina 
em ácido úrico. 

A possibilidade do ácido úrico (ou xantina) poder constituir o produto 
final do metabolismo purínico no cérebro é real, embora questionável pela 
falta de consenso em relação aos níveis de actividade da xantina oxidase 
neste órgão. Na realidade, embora alguns estudos evidenciam directamente 
a presença desta enzima em níveis variados (Betz, 1985; Mueller e col., 
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1985; Wajner e Harkness, 1989; Moriwaki e col., 1993) ou indirectamente 
através do seu produto ácido úrico (Kanemitsu e col., 1988), outros, 
simplesmente, não descrevem a existência dessa actividade no tecido 
cerebral (Schultz e Lowenstein, 1976; Brosh e col., 1990; Sarnesto e col., 
1996). 

Para além destas , outras enzimas podem participar tanto na 
recuperação como na eliminação de bases. Estas enzimas são a adenosina 
desamínase (EC 3.5.4.4) (catalisa a degradação da adenosina em inosina), 
a guanina desamínase (EC 3.5.4.3) (catalisa a conversão da guanina em 
xantina) e a adenina desamínase (EC 3.5.4.2) (catalisa a conversão de 
adenina em hipoxantina). 

No rato adulto a produção e o fornecimento de compostos purínicos 
no cérebro parece estar mais dependente da via de recuperação das 
pur inas , uma vez que este órgão possui uma capacidade limitada de 
síntese de novo de purinas. Estes dados são corroborados pelos resultados 
de Allsop e Watts (1983), que observaram uma mudança brusca de 
produção dos compostos purínicos a partir da via de síntese de novo para a 
via de recuperação, quando o rato atingia o estado adulto. 

Recentemente, porém, Chagoya de Sánchez e col. (1993) observaram, 
no cortex de rato, um aumento e uma diminuição significativas da 
produção de nucleótidos de adenina duran te a noite e o dia, 
respectivamente. Com base nos resultados obtidos sugeriram que o 
suplemento dos compostos purínicos poderia ser efectuado pela via de 
síntese de novo e pela via de recuperação durante a noite e o dia, 
respectivamente, dando novamente um impulso na importância daquela 
via de síntese nos processos anabólicos celulares de purinas. 

1.2. A c t i v i d a d e s 5 ' -nuc leo t idás icas 

Existem três grandes grupos de actividades 5'-nucleotidásicas 
responsáveis pela hidrólise irreversível dos nucleósidos 5'-monofosfato aos 
cor responden tes nucleósidos e a fósforo inorgânico (Pi), isto é, 
responsáveis pela etapa limitante do catabolismo dos nucleóticos: (i) a 
ecto-5'-nucleotídase; (ii) as enzimas 5'-nucleotídase solúveis; e, (iii) 
fosfátases inespecíficas. 

Os dois primeiros grupos de actividades caracterizam-se por uma 
maior especificidade para esses substratos, merecendo por isso uma 
abordagem sucinta e diferencial. 
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1.2.a. Ecto-5'-nucleotídase 

A ecto-5'-nucleotidase (E.C. 3.1.3.5.), é uma enzima membranar 
responsável pela hidrólise de nucleósidos 5'-monofosfatos extracelulares e, 
menos efectivamente, dos seus deoxi-derivados. O seu local activo 
encontra-se voltado para o exterior da célula (Newby e col., 1975; Baron e 
col., 1986), não exercendo, em consequência, qualquer efeito sobre os 
nucleósidos monofosfatos intracelulares. A enzima pode ser, no entanto, 
encontrada intracelularmente integrada nas membranas vesiculares 
(Stanley e col., 1980). 

Através da clonagem e sequenciação de cDNA, codificante da ecto 5'-
nucleotídase de placenta humana (Misumi e col., 1990b), de fígado de rato 
(Misumi e col., 1990a) e de cérebro de raia eléctrica (Volknandt e col., 
1991), foi possível deduzir a estrutura primária desta enzima. 

Estes distintos cDNA codificam proteínas (pró-enzimas) com um 
número de aminoácidos ligeiramente diferente entre si, 576, 574 e 577, 
respectivamente, para a placenta humana, o fígado de rato e a raia 
eléctrica. Posteriormente, estas pró-enzimas são processadas, em duas 
fases, até ao correspondente estado de maduras: 

(i) Na primeira originam-se, nos três casos, proteínas com um número 
de aminoácidos idênticos (548), caracterizadas por possuírem nas suas 
extremidades -COOH, uma sequência de aminoácidos sem carga e 
hidrofóbicos. 

(ii) Na segunda fase, pós-tradução e comum aos três casos, ocorre a 
eliminação, por ruptura proteolítica, deste domínio hidrofóbico, dando 
origem a uma proteína de 523 aminoácidos. A enzima madura é 
consti tuída por esta sequência de aminoácidos, ao último dos quais 
(resíduo de serina) se liga o grupo glicosil-fosfatidilinositol (GPI), que 
funciona como ancora de ligação à membrana. 

O GPI {Fig. 2) é constituído por uma molécula de fosfatidilinositol, 
integrada na membrana através da sua porção 1,2-diacilglicerol e ligada a 
um resíduo de glucosamina, mediante uma ligação glicosídica, através da 
sua porção inositol. Esta molécula de glucosamina encontra-se ligada, por 
sua vez, ao core sacarídeo (glicano) constituído por três moléculas de 
manose. Ao hidroxílo em posição C6 do último resíduo destas moléculas de 
manose, liga-se, através de uma ligação fosfodiester, uma molécula de 
etanolamina, a qual se encontra unida à parte proteica da enzima, 
mediante uma ligação amida com o grupo a-carboxílico do seu aminoácido 
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terminal Ser-523. Possui ainda outra molécula de etanolamina ligada, 
igualmente através de uma ligação fosfodiester, a um outro resíduo de 
manose do core sacarídeo. As 2 moléculas de ácidos gordos, constituintes 
do fosfatidilinositol, podem ser o palmítico, o esteárico ou o mirístico 
(Ogata e col., 1990; Thomas e col., 1990; Zimmermann, 1992 e referências 
nele contido). 

V 
Ti 

V 
8 Ser 
•3 (523) 
52 

V 
Ti 

V 
8 Ser 
•3 (523) 
52 

Man Man Man GNH 2 I 

V 
Ti 

V 
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•3 (523) 
52 

— ( H ^ E t ) ( p ) _ Man Man Man GNH 2 I 

V 
Ti 

V 
8 Ser 
•3 (523) 
52 i 5 k 

Glicerol 

^ ktNHoJ 
R 

JL 

R 

Fig. 2. Representação esquemática da e s t ru tu ra da molécula de 
glicosil-fosfatidilinositol (GPI). 

(EtNH2, etanolamina; GNH2, glucosamina; I, inositol; Man, manose; P, fosfato; R e R, 
ácidos gordos; Ser, serina) 

A enzima possui 4 (placenta humana e raia eléctrica) ou 5 (fígado de 
rato) locais potenciais de ligações N-glicosídicas, as quais podem 
contribuir e justificar os diferentes valores de massa molecular obtidos 
entre as diferentes espécies (71, 62 e 73 kDa, respectivamente) (Misumi, 
1990a,b; Volknandt e col., 1991). 

A sequenciação de aminoácidos mostrou a existência de uma 
homologia de 6 1 % entre a enzima purificada da raia eléctrica e as enzimas 
do figado de rato e da placenta humana (Volknandt e col., 1991), sendo 
esses valores superiores (90%) quando se comparam estre si as duas 
últimas (Misumi e col., 1990b). Volknandt e col. (1991), demonstraram que 
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iões Pi, quando em condições fisiológicas, não são inibidores. Ao contrário 
das enzimas de origem citoplasmática não necessita do ião M g 2 + para 
exercer o seu efeito catalítico, se bem que, a actividade aumenta com 
concentrações milimolares destes catiões (Zimmermann, 1992). No 
entanto, é uma enzima que possui ou é dependente dos iões zinco (Fini e 
col., 1990; Meftah e col., 1991), podendo mesmo ser utilizada como 
indicador da deficiência deste metal no homem (Meftah e col., 1991). A 
zona de pH correspondente à máxima actividade enzimática situa-se entre 
7,5 e 9,0 (Cammer e col., 1980). 

1.2.b. 5'-Nucleotídases solúveis 

Na designação geral de enzimas 5'-nucleotídase solúveis (com a 
mesma classificação na "Enzyme Comission" que a ectoenzima) podem ser 
englobadas duas actividades enzimáticas perfeitamente diferenciáveis entre 
si, quanto às suas propriedades e de acordo com os respectivos valores de 
K m pa ra o AMP, designadas por (i) baixa afinidade (Alto-Km) , 
compreendendo a IMP/GMP e a AMP específica e (ii) alta afinidade (Baixo-
Km). 

1.2.b.l. 5'-Nucleotídase de baixa afinidade (Alto-Km) 

IMP/GMP específica 

Em 1967, Itoh e col. descreveram pela primeira vez a existência de 
uma 5'-nucleotidase obtida a partir da fracção citosólica do figado da 
galinha e diferente de todas as outras anteriormente descritas. Esta 
enzima apresenta como característica fundamental o facto de ter como 
substratos preferenciais os nucleósidos monofosfatos com um grupo oxo 
ou ceto em posição 6 do núcleo purínico, isto é, o IMP, GMP e respectivos 
deoxiderivados, não exercendo praticamente qualquer acção sobre o AMP 
quando presente em concentrações fisiológicas. 

Na sequência destes primeiros estudos, cedo se verificou que esta 
enzima não era específica de determinado tecido (fígado de galinha), 
encontrando-se disseminada por praticamente todos os outros órgãos e 
tecidos dos vertebrados e em variadas concentrações. Deste modo, a 
enzima pode ser encontrada no figado de galinha (Itoh e col.,1967), de rato 



14 

(Fritzson, 1969; Itoh, 1981) e de porco (Itoh e Yamada, 1991); no coração 
de galinha (Itoh e Oka, 1985), de rato (Itoh e col., 1986; Truong e col., 
1988; Skladanowski e col., 1989) e de porco (Itoh e Yamada, 1991); no 
pulmão de porco, (Itoh e Yamada, 1990) e de rato (Itoh e Yamada, 1991); 
nos rins do rato (Le Hir, 1991; Itoh e Yamada, 1991) e de porco (Itoh e 
Yamada, 1991); na placenta humana (Spychala e col., 1988; Oka e col. 
1994); em células tumorals do colon humano (Tozzi e col., 1991), em 
linfôcitos e linfoblastos (Carson e Wasson, 1982; Bontemps e col., 1989a; 
Madrid-Marina 1990); em leucócitos polimorfonucleares do rato (Worku e 
Newby, 1983) e eritrócitos humanos (Bontemps e col., 1986,1988), e na 
tiróide (Niedzwiecka e Jaroszewicz, 1996). 

Em 1986 foi pela primeira vez descrita a presença da enzima em 
animais invertebrados (Pinto e col., 1986), tendo sido purificada, com um 
bom rendimento, a partir dos embriões da Artemia (Pinto e col., 1987). 
Mais recentemente, Itoh (1994) descreveu a sua presença em leveduras 
{Sacaromyces cerevisiae), o que demonstra assim a sua ubiquidade. 

No entanto, a actividade da enzima, não é igual em todos os tecidos, 
sendo mais elevada naqueles com alta taxa de síntese ou "turnover" de 
ácidos nucleicos e de seus precursores (testículos, baço, linfoblastos) do 
que naqueles com uma população celular mais ou menos fixa (cérebro, 
coração, musculo esquelético, eritrócitos) (Carson e col., 1991; Itoh e 
Yamada, 1991; Itoh e col, 1992). 

Na sua forma nativa, e de acordo com a sua origem e métodos de 
determinação, a enzima possui um valor de massa molecular que varia 
entre os 205 (Naito e Tsushima, 1976) e os 265 kDa (Itoh e Yamada, 1990). 
Porém, o valor da massa molecular para a enzima proveniente da Artemia é 
de 165 kDa (Pinto e col., 1987). É uma enzima tetramérica, cujas 
subunidades possuem valores de massa molecular compreendidos entre 51 
(Naito e Tsushima, 1976) e 70 kDa (Oka e col., 1988). As sub-unidades da 
enzima proveniente da Artemia possuem um valor de massa molecular 
aparente de 42 kDa (Pinto e col. 1987). 

Clones de cDNA, codificantes da 5'-nucleotídase IMP/GMP específica, 
foram isolados a partir de bibliotecas de cDNA de fígado de galinha e de 
placenta humana (Oka e col., 1994). No primeiro caso (fígado de galinha), 
encontraram-se dois cDNA distintos, correspondentes a 2 genes diferentes, 
codificantes de duas sequências de aminoácidos, A e B, com uma 
identidade de 79% nos 472 resíduos internos, não apresentando homologia 
nas suas extremidades. No segundo caso (placenta humana), o cDNA 
codificava uma sequência de 561 aminoácidos, com uma identidade de 95 
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% com a sequência B do fígado de galinha, correspondendo a um valor de 
massa molecular de 64.966 Da. 

É u m a enzima alostérica com uma cinética hiperbólica, ou 
ligeiramente sigmoidal com os derivados oxo em posição 6 do anel purínico 
e sigmoidal com o AMP. Os valores de Km para o IMP e o AMP são de 
aproximadamente 0,3 e de 5 mM, respectivamente (Itoh e col., 1993 e ref. 
nele contido). É estimulada pelo ATP, GTP e ADP em concentrações 
habituais na célula (Van den Berghe e col., 1977; Itoh e col., 1978). Pinto e 
col. (1986) descreveram o efeito estimulador do Ap4A sobre a enzima, com 
valores de Ka com uma ordem de grandeza duas vezes inferior às dos 
nucleósidos di e trifosfatos referidos. Mais tarde, este efeito, bem como de 
Ap3A e Ap5A, foi comprovado em enzimas de outras origens (Itoh e 
Yamada, 1990; Itoh, 1994). O 2,3-DPG comporta-se igualmente como um 
bom activador da enzima (Bontemps e col., 1988, 1989a,b). A acção destes 
activadores sobre a actividade da enzima traduz-se na diminuição dos seus 
valores de Km para o substrato. Mais ainda, a sua presença transforma 
cinéticas do tipo sigmoidal em cinéticas hiperbólicas, como ocorre no caso 
do AMP como substrato. 

É u m a actividade inibida competitivamente pela presença em 
concentrações fisiológicas dos iões Pi (1 a 4 mM) (Van den Berghe e col., 
1977; Itoh, 1981; Itoh e col., 1978; Spychala e col, 1988), apresentando um 
valor de I50 de 1,5 mM, na presença de 0,5 mM de IMP como substrato 
(Itoh, 1993). Tem ainda como característica fundamental, a necessidade da 
presença de Mg2+ para actuar, sendo inactiva na ausência desse catião 
divalente (Itoh e col., 1967; Fritzson, 1969; Carson e Wasson, 1982). A 
zona de pH correspondente à capacidade máxima, in vitro, de actuação da 
enzima situa-se entre 6,3 e 7,0, com um valor de pH óptimo de 6,5 (Itoh e 
col., 1967; Fritzson, 1969; Tjernshaugen e Fritzson, 1984; Van den Berghe 
e col., 1977; Spychala e col. 1988). 

AMP específica 

Esta actividade 5'-monofosfatásica designada por AMP-específica, 
descrita em 1987 pelo grupo de Lowenstein (Truong e col, 1988), 
caracteriza-se, essencialmente, por utilizar preferencialmente o AMP sobre 
o IMP como substrato. 

A sua distribuição tecidual, até ao momento, parece confinar-se 
apenas ao tecido cardíaco, tendo sido descrita no coelho (Yamazaki e col. 
1989, 1991), no rato (Newby, 1988; Truong e col., 1988), no pombo (Newby, 
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1988, Skladanowski e Newby, 1990), no cão (Darvish e Metting, 1993; 
Darvish e col., 1993) e no homem (Skladanowski e col., 1996). 

A massa molecular da enzima nativa é de cerca de 150-166 kDa, sendo 
constituída por 4 subunidades de 40-43 kDa (Skladanowski e Newby, 1990; 
Yamazaki e col., 1991; Darvish e Metting, 1993). 

Utilizando o AMP como substrato, a enzima possui uma cinética de 
saturação do tipo sigmoidal que se transforma em hiperbólica na presença 
de activadores. A enzima é estimulada pelo ADP, a concentrações 
fisiológicas de AMP, bem como por todos os nucleósidos difosfato, 
particularmente a timidina 5'-difosfato (TDP) e o tioderivado do ADP, a 
adenos ina 5'-0(2-tiodifosfato) (AMPSP). Difere da 5 ' -nucleotídase 
IMP/GMP específica por ser inibida pelo ATP quando em condições 
fisiológicas. A inibição pelo Pi (inferior a 10% com 5 mM de Pi) é 
significativamente menor que a que ocorre com a 5'-nucleotídase IMP/GMP 
específica. É inibida pelos derivados 5'-deoxi-5'-isobutiltio da inosina e da 
adenosina, embora neste último caso em menor grau que a 5'-nucleotídase 
IMP/GMP específica. A actividade da enzima é ligeiramente influenciada 
pelo a,J3-metilenoadenosina-5'-difosfato (AMP-CP), ao contrário do que 
ocorre com a ecto-5'-nucleotídase, não sendo significativo o efeito do Ap4A 

sobre ela. 
Quer na presença quer na ausência de activador a enzima é 

dependente dos iões Mg2+, sendo porém inibida por estes quando em 
concentrações elevadas. A zona óptima de pH correspondente à sua 
máxima actividade si tua-se em valores cerca da neutra l idade ou 
ligeiramente alcalinos (6,5 a 7,8) (Newby, 1988; Truong e col., 1988; 
Yamazaki e col., 1989, 1991; Skladanowski e Newby, 1990; Skladanowski e 
col, 1991; Darvish e Metting, 1993). 

1.2.b.2. 5'-Nucleotidases de alta afinidade 

Este grupo de actividades 5'-nucleotidásicas foi primeiramente 
descrito por Ipata (1968) no cérebro de carneiro. 

Desde então, a presença deste tipo de actividade enzimática foi 
descrita no cérebro de boi (Montera e Fes, 1982; Mallol e Bozal, 1983), de 
rato (Orford e col., 1991), no rim (Le Hir e Dubach, 1988; Piec e Le Hir, 
1991), no fígado de rato (Fritzson e col., 1986) e de boi (Madrid-Marina e 
Fox 1986), no coração do cobaio (Schûtz e col., 1981), na placenta 
humana (Madrid-Marina e Fox, 1986; Klemens e col., 1990), 
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A massa molecular da enzima na sua forma nativa varia entre 120 e 
150 kDa. É uma enzima dimérica cujo valor de massa molecular das suas 
sub-unidades está compreendido entre 70 e 74 kDa, determinado por 
electroforese em poliacrilamida, na presença de SDS (Montero e Fes, 1982; 
Madrid-Marina e Fox, 1986; Klemens e col., 1990) ou entre 60 e 62 kDa 
(Volknandt e col., 1991; Vogel e col., 1992) e um pouco inferior, 54 kDa 
(Orford e Saggerson, 1996) por técnicas de "immunoblotting", isto é, 
similar aos valores correspondentes para a ecto-nucleotídase. No entanto, 
considerando a massa molecular das suas subunidades, no figado e no rim 
do rato esta enzima parece existir igualmente na forma tetramérica, uma 
vez que, o valor de massa molecular da sua forma nativa, determinado na 
presença de Triton X-100 e por filtração por gel, está compreendido entre 
280 e 310 kDa (Fritzson e col., 1986; Piec e Le Hir, 1991). 

A enzima tem como substratos preferenciais AMP, CMP e UMP, 
apresentando valores de Km para estes substratos da ordem de \iM. São 
inibidas quer pelo ATP quer pelo ADP (este em maior grau) em 
concentrações da ordem dos pM, à semelhança da ecto-5'-nucleotídase. Do 
mesmo modo, o comportamento inibitório não competitivo dos iões Pi, 
apenas se verifica para altos valores de concentração (não fisiológicos). São 
inibidas pelas meti lxant inas e pelo EDTA. Ao contrário das 5'-
nucleotídases solúveis anteriormente descritas, a enzima não depende dos 
iões Mg2 + para actuar, possuindo uma zona de pH óptimo para esta 
actividade si tuada em zonas alcalinas, compreendida entre 7,4 e 9,0 
(Montero e Fes, 1982; Fredholm e Lindgren, 1983; Mallol e Bozal, 1983; 
Madrid-Marina e Fox, 1986; Spychala e col., 1988; Spychala e col., 1989; 
Orford e col., 1991). 

1.2.b.3. Origem das 5'-nucleotidases solúveis 

Enquanto que as actividades 5'-nucleotidásicas IMP/GMP específica e 
AMP-específica, parecem ter uma origem citoplasmática, as actividades 
enzimáticas de baixo Km (1.2.b.2) parecem ser resultantes da solubilização 
da enzima membranar . São variadas as evidências que sugerem e 
comprovam a natureza estrictamente citoplasmática das duas primeira 
enzimas. 

Fritzson (1969) estabeleceu, pela primeira vez a origem citoplasmática 
da 5'-nucleotídase IMP/GMP específica, baseado em que, duran te o 
processo de homogeneização a enzima aparecia rapidamente na fracção 
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não sedimentável, apresentando propriedades diferentes das de origem 
m e m b r a n a r e não se terem verificado rup tu r a s significativas dos 
lisossomas, durante todo esse processo. 

Newby (1980) ao comparar a acção de diferentes enzimas 
intervenientes no metabolismo do AMP induzido por cianeto em leucócitos 
de rato, demonstraram a impossibilidade da ecto 5'-nucleotídase e da 
adenosina desamínase, poderem intervir na degradação intracelular desse 
nucleótido. Nesse mesmo-trabalho e em conclusão, sugeriram a hipótese 
do AMP ser degradado preferencialmente via IMP em vez de originar 
adenosina, justificando o aumento de hipoxantina verificado, pela 
presença de uma IMP-ase intracelular. Em trabalhos posteriores (Newby e 
Holmquist, 1981; Worku e Newby, 1983), e s tuda ram a produção 
intracelular de adenosina a partir do catabolismo de ATP induzido pela 2-
deoxiglucose e inibindo as enzimas intervenientes no metabolismo da 
adenosina (adenosina desamínase e adenosina cínase). Os resultados 
obtidos corroboraram a hipótese anterior, ao se verificar, nessas condições, 
um aumento significativo da produção de inosina e hipoxantina, sem que 
na s u a produção interviesse a ecto 5'-nucleotídase nem fosfatases 
inespecíficas. Do mesmo modo, concluíram que a produção de adenosina 
observada não dependia igualmente, de qualquer uma dessas mesmas 
enzimas. 

Num outro tipo de estudos, efectuados em tecido cardíaco, utilizando 
inibidores dos transportadores de adenosina e da ecto 5-nucleotídase, 
verificou-se um aumento da produção de adenosina, como resultado da 
degradação de ATP intracelular. Esta observação era compatível com a 
existência de uma enzima 5'-nucleotídase intracelular responsável pela 
hidrólise do AMP formado (Schútz e col., 1981; Meghji e col., 1985, 
1988a,b). Conclusões semelhantes foram obtidas por Meghji e col. (1988a) 
ao compararem a produção de adenosina nos tecidos cardíaco do rato e do 
pombo durante isquémia. 

A localização exclusiva na matrix citoplasmática, da enzima 5'-
nucleotídase IMP/GMP específica foi observada por Oka e col. (1989), 
mediante a utilização de técnicas imunocitoquímicas. Mais recentemente, 
aplicando técnicas imunohistológicas e usando anticorpos policlonais 
marcados com ouro anti-5'-nucleotídase AMP específica do coração do cão, 
esta enzima foi localizada apenas nas fracções ci toplasmáticas dos 
eritrócitos, dos miócitos cardíacos e das células endoteliais (Darvish e col. 
1993). Estes anticorpos ao não reagirem com as enzimas membranares ou 
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intersticiais corroboram a presença exclusivamente citoplasmáticas destas 
enzimas. 

Em relação à enzima 5'-nucleotídase de alta afinidade verifica-se 
grande semelhança com a ecto-enzima, quer do ponto de vista 
constituítivo quer do ponto de vista comportamental. Como exemplo é de 
realçar que ambas as enzimas possuem em comum: 

(i) O inositol em porporções aproximadas na sua constituição, o que é 
típico em proteínas contendo o grupo glicosil-fosfatidilinositol de ligação à 
membrana. A presença do fosfatidilinositol pode ser comprovado, pela 
diminuição da hidrofobicidade, com o concomitante aumento a sua 
solubilidade, após tratamento da enzima ou da membrana com fosfolípase 
C especifica (Grondai e Zimmerman, 1987; Stochaj e col., 1989; Klemens e 
col., 1990; Bailyes e col., 1990; Thompson, 1991) 

(ii) Um valor de massa molecular quer da sua forma nativa quer das 
suas subunidades idêntico à da enzima membranar (Klemens e col., 1990; 
Piec e Le Hir, 1991; Vogel e col., 1992). 

(iii) O facto de se ligarem covalentemente com a concanavalina A e 
serem eluídas com a metil-a-D-manopiranose (Thompson e col., 1987; 
Stochaj e col., 1989; Klemens e col. 1990; Piec e Le Hir, 1991; Vogel e col., 
1992). 

(iv) Serem inibidas (reconhecida) pelo anti-soro ant i -ecto-5 ' -
nucleotídase (Thompson e col., 1987; Zekri e col., 1988; Stochaj e col, 
1989; Piec e Le Hir, 1991; Vogel e col., 1992). 

(v) Poderem ser reconhecidas por anticorpos específicos para o 
inositol 1,2-ciclomonofosfato, formas solúveis resultantes da acção da 
fosfolipase C sobre a porção glicosil-fosfatidilinositol (Hooper e col, 1991; 
Vogel e col., 1992). 

(vi) Possui, a 5'-nucleotídase solúvel, pelo menos na raia eléctrica 
[Torpedo marmorata), um epitope carbohidratado - HNK-1 - comum ao da 
ecto-5'-nucleotídase (Vogel e col., 1991). 

Estas características, associadas ainda com o facto de serem ambas 
inibidas pelo AMP-CP sugerem uma origem não citoplasmática mas sim 
uma proveniência da enzima membranar. Deste modo, a presença desta 
enzima na fracção solúvel poderá ser atribuída à acção de fosfolípases 
sobre a enzima membranar provocando a libertação ou a sua parcial 
solubilização da membrana durante os processos de purificação enzimática 
ou in vivo. 

Esta hipótese, é ainda reforçada pelo facto de a presença de 
fosfolípases C, e D endógenas, capazes de hidrolisar especificamente 
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d i s t in ta s p ro te inas l igadas à membrana pela fracção glicosil-
fosfatidilinositol, terem sido descritas no fígado, n a s membranas do 
músculo esquelético e no plasma sanguíneo ÍFox e col., 1987; Low e 
Prasad, 1988; Maguire e Gossner, 19951. 

I.2.C. Funções da 5'-nucleotídase IMP/GMP específica 

1.2.cl . Actividade fosfotransferásica 

Como foi referido anteriormente a enzima 5'-nucleotídase citosólica 
IMP/GMP específica está fortemente implicada nos processos catabólicos 
do metabolismo celular, contribuindo para a degradação dos nucleótidos 
purínicos intracelularmente. 

O seu modo de actuação, nestes processos, é caracterizado pela 
capacidade que possui em catalisar a hidrólise irreversível dos nucleósidos 
monofosfato dando origem aos seus respectivos nucleósidos e a Pi, com 
particular incidência nos casos de degradação do IMP e do GMP e seus 
respectivos deoxiderivados. 

Ultimamente, porém, esta enzima tem sido alvo de novos interesses 
relacionados com uma outra função a ela atribuída. Esta função é 
caracterizada pela capacidade adicional de catalisar a transferência do 
grupo Pi dos nucleósidos monofosfatos para outras moléculas capazes de o 
aceitarem, isto é, actividade fosfotransferásica. Por conseguinte, o papel 
interventivo desta enzima no metabolismo parece, não se confinar apenas 
aos processos catabólicos, mas estender-se do mesmo modo aos processos 
anabólicos celulares, isto é, aos processos biossintéticos de alguns 
compostos com acção fisiológica ou mesmo terapêutica. 

Esta intervenção no anabolismo celular é apoiada pelo facto de a 
actividade enzimática se encontrar elevada (i) no carcinoma do colon 
humano (Tozzi e col., 1991), (ii) na regeneração hepática, onde se verifica 
elevada replicação de DNA (Tjernshaugen e Fritzson, 1984; Itoh e col., 
1992) e (iii) nas células e órgãos de elevada taxa de multiplicação e/ou 
"turnover" de ácidos nucleicos, como o baço ou os testiculos (Itoh e 
Yamada, 1991). 

Embora, não esteja completamente esclarecido até que ponto esta 
enzima possa actuar anabólicamente, os seguintes conhecimentos podem 
ajudar a compreender esta função. 

Se atendermos ao esquema da reacção proposto para explicar a acção 
da enzima (Worku e Newby, 1982; Baiocchi e col., 1996) [Fig. 3), pode 
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verificar-se que, à semelhança do que sucede em reacções catalisadas por 
outras fosfomonoesterases (Múller e col., 1991; Guan e Dixon, 1991; Cirri 
e col., 1993), ocorre primeiramente a formação de u m composto 
intermediário. Este é constituído pela própria enzima e pelo substrato 
sobre o qual é actuante (E-PRB), através da formação de uma ligação de 
hidrogénio entre um -OH da ribose e o grupo -SH de um resíduo de serina, 
do local activo: complexo de Michaelis. Uma vez formado este complexo 
ocorre a ruptura ácida do_seu resíduo nucleósido (RB) e o estabelecimento 
de uma ligação entre o resíduo de fosfato e uma molécula de histidina do 
local activo, dando origem a um complexo enzima-fosfato (E-P). A 
regeneração da enzima, ocorre numa etapa posterior, em que este complexo 
E-P cede o seu grupo fosfato à água ou a um outro substrato aceitador, 
nucleósido ou análogo de nucleósido 

Deste modo, a enzima pode actuar como catalisador quer de reacções 
de hidrólise - actividade nucleotidásica - quer de reacções de transferência 
de grupos fosfato - actividade fosfotransferásica, segundo, 

E + PRB ->- E-PRB 

RB + E-P 

HOH 

7~ 
RB(B') 

->- E + P 

■>- E + PRB (B') 

representando, E, a enzima, PRB, um nucleósido 5'-monofosfato; RB, 
nucleósido, B e B', bases e P, fosfato. 

Worku e Newby, em 1982, descreveram, pela primeira vez, a 
possibilidade da transferência de um grupo Pi do IMP para a inosina, na 
tentativa de justificar a inibição enzimática (determinada pela quantidade 
de Pi livre formado) causada por este nucleósido na reacção catalisada pela 
5'-nucleotídase. Nesse estudo, observaram ainda, que usando 3 mM de IMP 
como substrato, uma concentração de 3 mM de guanosina podia exercer, 
igualmente, um efeito inibidor sobre a enzima (8%), inferior à provocada 
por 3 mM de inosina (32%). 

Nas mesmas condições de IMP, a adenosina, a citosina, a timidina e a 
uridina exercem efeitos inibidores residuais (inferiores a 0,2%). Estes 
efeitos inibitórios da inosina e guanosina sobre a enzima, podiam ser 
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1984) . 

1. Enzima livre; 2. Formação do complexo nucleósido 5'-monofosfato 
(PRB) com a enzima, com intervenção do resíduo de serina (-S-H); 3. 
Hidrólise ácida da ligação fosfato-nucleósido com simultânea ligação com a 
histidina, através de um N do seu núcleo imidazólico; 4. Ruptura do grupo 
fosfato da enzima fosforilada e concomitante cedência à água ou a um 
nucleósido com a consequente regeneração da enzima. 
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explicados pela capacidade destes produtos de reacção actuarem como 
substratos receptores do grupo fosfato, resultante da conversão do IMP 
inicial em inosina, dando origem, novamente, a IMP. 

Este tipo de reacção fosfotransferásica tem a particularidade de ser 
muito selectiva em relação aos compostos que poderão ac tuar como 
substratos aceitadores de fosfato. Assim, verifica-se que depois da inosina, 
o seu derivado deoxi é aquele que melhor capacidade receptora possui, 
apresentando ambos valores de Km semelhantes de cerca de 0,8 mM. A 
guanosina e o seu deoxiderivado possuem uma capacidade receptora de 
fosfato inferior à da inosina e seu deoxiderivado. Outros nucleósidos, como 
a adenosina e respectivos deoxiderivados, praticamente não actuam como 
subs t ra tos receptores de grupos fosfato. Além do IMP, GMP e seus 
derivados deoxi, outros nucleósidos 5'-monofosfatos, como o AMP, o CMP e 
respectivos derivados deoxi e o UMP, possuem todos baixa capacidade de 
actuar como substratos de grupos fosfato. Do mesmo modo, os nucleósidos 
3'-monofosfatos, como o 3'-IMP e o 3'-GMP, prat icamente não têm 
capacidade de actuar como substrato nestas reacções (Keller e col., 1985; 
Tozzi e col., 1991; Pesi e col., 1994; Turriani e col., 1994). 

Os nucleósidos e análogos de nucleósidos purínicos, utilizados como 
antivirais, possuem a capacidade de actuarem como substratos receptores 
de grupos fosfato da enzima, como a tiazofurina, o aciclovir (ACV) (Keller e 
col., 1985; Fridland e col., 1986), o ddlno, a ddGuo, o carbovir (Johnson e 
Fridland, 1989; Miller e col., 1992), o ganciclovir (GCV) (Agbaria e col., 
1994) e a 8-azaguanosina (Tozzi e col., 1989; Turriani e col., 1994). Esta 
capacidade de actuar como substratos aceitadores de fosfato é, apesar de 
tudo, muito baixa. Comparando as diferentes taxas de fosforilação entre a 
inosina, o subs t ra to aceitador natural de fosfato para este tipo de 
reacções, e alguns derivados ou análogos de nucleósidos (ddlno, ddGuo e 
carbovir), J o h n s o n e Fridland (1989) verificaram que os valores 
correspondentes a estes últimos compostos não ul trapassavam os 2% 
(respectivamente, 2,0, 1,3 e 1,0) da taxa de fosforilação da inosina. Valores 
semelhantes nas taxas de fosforilação ocorrem com os derivados análogos 
da guanosina, o aciclovir e o ganciclovir (Agbaria e col., 1994). Embora 
pequenas , parece que estas quantidades de nucleósido monofosfato 
formadas, são suficientes para, uma vez convertidos na sua forma 5'-
tr ifosfatada (via nucleótido cínases), exercerem os s e u s efeitos 
antimetabólicos ou inibidores nas células (Johnson e Fridland, 1989). 

A utilização de inibidores da IMP desidrogénase (enzima q, Fig. 1) 
pode, de uma maneira indirecta, favorecer a actividade fosfotransferásica 
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da enzima, uma vez que é o melhor substrato dador de grupos fosfato. De 
facto, ao impedirem a conversão do IMP em XMP e GMP, estes compostos 
provocam um aumento da concentração de IMP intracelularmente. 

Este dado é corroborado pelo facto de a tiazofurina, a ribavirina e o 
ácido micofenólico (inibidores da IMP desidrogénase) provocarem um 
aumento da fosforilação da ddlno (Balzarini e col., 1991; Johns e col., 
1993) e da formação dos derivados mono, di e tri fosfatos do ganciclovir em 
células MOLT-4 (Agbaria e col., 1994). Por outro lado, ocorre um 
significativo aumento (superior a 20 vezes) da conversão da 2', 3'-
dideoxiguanosina em 2',3'-dideoxi-GDP (Ahluwalia e col., 1990), 
aumen tando , em consequência, a efectividade terapêut ica des tes 
compostos. 

Que importância tem a fosforilação de nucleósidos e análogos de 
nucleósidos purínicos? 

Os nucleósidos e análogos de nucleósidos purínicos (ddN), apenas 
apresentam interesse, sob o ponto de vista terapêutico, se forem 
transformados nos seus correspondentes derivados di- (ddNDP) e 
trifosfatos (ddNTP), mediante a acção das nucleósido monofosfato e 
difosfato cínases celulares (Miller e Miller, 1980; Yarchoan e col., 1989; 
Miller e col., 1992). É sob a forma de derivado trifosfato, forma activa dos 
ddN, que estes compostos, mediante a inibição da transcriptase reversa dos 
retrovirus (Connolly e Hammer, 1992; Orr e col., 1992; White e col., 1993) 
e da DNA polimerase y e em menor grau a DNA polimerase J3 e a, nos 
eucarióticos (Mitsuya e Broder, 1987; Mitsuya e col., 1987; Starnes e 
Cheng, 1987; Izuta e col., 1991), exercem as suas acções como antivirais e 
antimetabólicos. 

Estas acções podem ser explicadas por dois mecanismos de actuação 
diferentes , que podem ocorrer de u m a forma i so lada e / o u 
simultaneamente: o primeiro é mediado pelo efeito competitivo destes 
compostos, com os NTP naturais para a ligação à enzima, e o segundo, 
pela sua integração na cadeia de DNA em formação, sendo responsáveis 
pelo fim do seu elongamento e, concomitantemente, da síntese de DNA 
(virai ou eucariótico). 

A enzima 5'-nucleotídase, através da sua actividade fosfotransferásica, 
parece intervir de uma maneira significativa nestes processos de activação, 
particularmente, por ser a responsável pela primeira fosforilação dos 
compostos análogos de nucleósidos, convertendo-os nos respectivos 
derivados monofosfatos (Worku e Newby, 1982; Keller e col., 1985). Este 
papel da enzima é ainda reforçado pelo facto de ser a única enzima 
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intracelular, com a excepção da deoxiguanosina cínase mitocondrial (Wang 
e col., 1993), capaz de fosforilar análogos de inosina (Pesi e col., 1994). 

I.2.C.2. Papel da 5'-nucleotidase na resistência a drogas 

A 5'-nucleotidase comporta-se, fisiologicamente, como uma arma de 
dois gumes: 

(i) por um lado, intervindo, anabolicamente, através da sua actividade 
fosfotransferásica, na primeira fosforilação de compostos análogos de 
nucleósidos - primeiro passo de um processo de activação destes 
compostos (pró-drogas); 

(ii) por outro, através da sua actividade 5'-nucleotidásica, pode exercer 
um efeito contrário, sendo responsável, pelo menos parcialmente, pelos 
mecanismos de resistência a certas drogas, nomeadamente, as utilizadas 
na terapêutica em leucemias linfocíticas agudas (LLA) e de células em 
cabeleira ("Hair cells) (Pieters e col., 1987, 1992; Pieters e Veerman, 1988; 
Kawasaki e col., 1993). 

A 6-mercaptopurina (6-MP) e a 6-tioguanina (6-TG), derivados da 
hipoxantina e da guanina respectivamente, são utilizados na terapêutica 
em cr ianças com leucemia linfocítica aguda (LLA). Para que estes 
compostos exerçam os seus efeitos citotóxicos e possam ser incorporados 
no DNA e/ou RNA, precisam de ser convertidos nos seus derivados 
fosfatos, mediante a actuação de enzimas celulares. No entanto, uma vez 
convertidas na sua forma de nucleósido monofosfato, estes compostos 
ficam por sua vez sujeitos à acção de enzimas celulares com acção 
fosfatásica, que podem reverter todo o processo, particularmente, através 
da 5'-nucleotidase IMP/GMP específica. 

O facto de se ter verificado uma menor probabilidade de remissão 
completa em crianças com LLA, cujas células possuíam níveis mais 
elevados de actividade 5'-nucleotidásica intracelular que naquelas com 
menores níveis (Pieters e col., 1987), parecia reforçar a ideia de uma 
possível responsabilidade da 5'-nucleotídase citosólica nessas acções 
desfosforilantes. 

Posteriormente, Pieters e col. (1992), num outro estudo efectuado em 
cr ianças com LLA, concluíram que, certos casos de resis tência ao 
tratamento com derivados 6-tiopurinas estavam relacionados com as altas 
actividades hidrolíticas da 5'-nucleotidase citosólica verificadas nas células 
desses doentes. Embora a acção hidrolítica da ecto-5'-nucleotídase sobre 
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estes compostos não possa ser totalmente descorada (Pieters e Veerman, 
1988), nesse mesmo estudo, os resultados obtidos apontaram para a baixa 
correlação entre os níveis desta enzima, e a resistência das células a estas 
drogas. No seu conjunto, estes dados parecem corroborar o papel 
interventivo da enzima citosólica nestes processos, atribuindo um papel 
secundário à enzima de origem membranar. 

Igualmente, na resistência à terapia com a 2-clorodeoxiadenosina (2-
CdA) em casos de leucemias de células em cabeleira e também em LLA 
refratárias (Kawasaki e col., 1993), a 5'-nucleotídase citosólica parece 
desempenhar um importante papel. Segundo estes estudos, o sucesso da 
terapia com esta droga dependerá da razão entre os níveis intracelulares da 
deoxicitidina cínase e da 5'-nucleotídase citosólica, responsáveis , 
respectivamente, pela primeira fosforilação da 2-CdA durante o processo de 
transformação na sua forma activa e pela hidrólise deste mesmo derivado 
monofosfato formado. 

I.2.C.3. Papel dos efectores sobre ambos os processos 

A partir dos dados obtidos na li teratura pode-se concluir que 
diferentes compostos (nucleótidos, dinucleósidos polifosfatos.etc) que 
actuam como efectores da actividade nucleotidásica da 5'-nucleotidase 
citosólica IMP/GMP específica são capazes de se comportarem, de um 
modo semelhante, como efectores da actividade fosfotransferásica da 
enzima. São exemplos destes reguladores enzimáticos, o ATP e compostos 
análogos (j3-y-metilenoadenosina 5'-trifosfato (AMP-PCP), imidoadenosina 
5'-trifosfato (AMP-PNP), dATP), o GTP e o ADP, o Ap4A e o 2,3-DPG. 
Qualquer um destes compostos são possuidores de grande efectividade, 
aumentando entre 5 a 8 vezes a actividade fosfotransferásica da enzima 
(Keller e col., 1985; Johnson e Fridland, 1989; Tozzi e col., 1991; Pesi e 
col., 1994, 1996; Turrianie col., 1994). 

Os iões Pi, isoladamente e em concentrações fisiológicas actuam como 
inibidores desta actividade (Worku e Newby, 1982; Johnson e Fridland, 
1989; Pesi e col., 1994). 

Há evidências que apontam para o facto de a predominância ou a 
preferência da enzima por uma das suas actividades depender da presença 
ou ausência dos efectores enzimáticos. Tozzi e col. (1991) demonstraram 
que a enzima, utilizando 2 mM de IMP como substrato e na presença de 
2,3-DPG como efector, actuava preferencialmente como fosfotransferase. 
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Estudos posteriores, vieram a reforçar esta ideia ao comprovar-se o 
aumento preferencial da actividade fosfotransferásica da enzima sobre a 
actividade nucleotidásica quando a reacção enzimática ocorre em 
condições fisiológicas e na presença de um nucleósido aceitador de grupo 
fosfato (Pesi e col., 1994, 1996). 

Nesses mesmos estudos, foram ainda demonstrados os efeitos 
sinergisticos entre o ADP e o 2,3-DPG como efectores em relação à 
actividade fosfotransferásica da enzima. 

Na realidade, utilizando a inosina e o IMP como substratos, receptor e 
dador de grupos fosfato, respectivamente, verificaram que esses efeitos se 
exerciam mediante: 

(i) O aumento, para o dobro da Vmax, quando esta foi determinada na 
presença de 0,5 mM e 0,2 mM, de ADP e 2,3-DPG, respectivamnte e 
comparado com os correspondentes valores obtidos isoladamente, nas 
mesmas condições. 

(ii) Na diminuição dos valores de Ao,5 (concentração de efector 
necessária para que se atinja metade da Vmax) de 3,8 para 0,7 mM, para o 
ADP e de 1,1 para 0,25 mM para o 2,3-DPG, quando determinados na 
presença de 0,2 mM de 2,3-DPG e de 4 mM de ADP, respectivamente. 

A diminuição destes valores permitiu sugerir a hipótese de o 2,3-DPG 
poder actuar como activador fisiológico desta actividade, além dos 
eritrócitos, também em outros tecidos, onde se encontra em concentrações 
da ordem de micromolar, inferiores às presentes nas referidas células 
sanguíneas (Carreras e col., 1986). 

I.2.C.4. Outras enzimas capazes de fosforilar nucleósidos e /ou seus 
análogos. 

Dependendo da natureza dos ddN, distintas enzimas celulares, à 
semelhança do que ocorre com a 5'-nucleotidase citosólica, são capazes de 
catalisar o primeiro passo do processo de activação destes compostos (pró-
drogas): conversão em nucleósido ou análogo de nucleósido monofosfato 
(ddNMP). São exemplos destas enzimas a timidina cínase (EC 2.7.1.21), a 
deoxicitidina cínase (EC 2.7.1.74) e a adenosina cínase (EC 2.7.1.20). A 
timidina cínase é a responsável pela fosforilação dos derivados e/ou 
análogos da timidina como o 3-deoxi-3'-azidotimidina (AZT ou Ziduvina) 
(Connolly e Hammer , 1992). A deoxicit idina c ínase in tervém 
particularmente nos processos metabólicos dos derivados da citosina (ddC 
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e arabinofuranosilcitidina), da guanosina (ddGuo) e da adenosina (ddA, 9-
£-D-arabinofuranosil adenosina (ARA-A)). A adenosina cínase catalisa, 
igualmente, a fosforilação dos derivados da adenosina, mas com uma 
eficiência menor que a deoxicitidina cínase (Hurley e col., 1983; Saunders 
e Lai, 1983; Yamada e col., 1983; Cooney e col., 1987; Sarup e Fridland, 
1987; Carson e col., 1988; Johnson e col., 1988; Bondoc e col., 1992). 

1 .3 . E s t r u t u r a , d i s t r i b u i ç ã o e s í n t e s e d o s d i n u c l e ó s i d o s 
pol i fos fa tos . 

Designam-se por dinucleósidos polifosfatos (NpnN') os compostos 
constituídos por dois nucleósidos idênticos (N=N) ou distintos (N*N'), 
unidos por uma cadeia interna de fosfatos de número variável (pn), através 
do hidroxilo em posição 5' da ose (Sillero e col, 1986). A estes compostos 
atr ibuem-se ainda as designações de homo ou heterodinucleótidos se 
estruturalmente os seus nucleósidos forem, respectivamente, iguais ou 
diferentes entre si. Exemplos destes compostos são o Ap4A, Ap3A, Gp4G, 
Gp3G, etc. 

O Ap4A é de todos os dinucleósidos polifosfatos o mais relevante no 
contexto deste trabalho de tese e, como tal, desenvolver-se-á este capítulo 
essencialmente em torno deste dinucleótido. Encontra-se presente em 
inúmeros tecidos e fontes biológicas, em concentrações da ordem de 
submicromolar (Weinmann-Dorsh e col., 1984; Sillero e col., 1986; 
Garrison e Barnes, 1992), como resultado da razão entre as respectivas 
taxas de síntese e degradação. 

1.3.a. Síntese dos dinucleósidos polifosfatos 

1.3.a.l. Aminoacil-tRNA sintétases 

As aminoacil-tRNA sintétases, consideradas durante muito tempo 
como as únicas enzimas responsáveis pela síntese in vivo de Ap4A, 
catalisam a reacção de èsterificação entre um aminoácido e o tRNA, isto é, 
entre o grupo COOH de um aminoácido e o grupo OH em posição 2' ou 3' 
da ribose em posição 3' terminal do tRNA, usando o ATP como co-
subst ra to . A reacção decorre em duas etapas distintas e sequenciais 
(Zamecnik e col., 1966; Goerlich e col., 1982) ocorrendo, na primeira, 
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reversível, a formação de um complexo intermediário enzima-aminoácido-

AMP (eq.l); e, (ii) na segunda, o aminoacil-tRNA (eq.2) 

E + aa+ATP ■ E-aa-AMP + PPi (i) 

E-aa-AMP . E + aa-tRNA + AMP (2) 

Globalmente a reacção pode ser esquematizada por 

aa + ATP + tRNA . aa-tRNA + AMP + PPj (3) 

Zamecnick e col. (1966) verificaram que estas enzimas eram 
igualmente capazes de sintetizar AP4A in vitro. Este processo de síntese 
ocorreria na ausência de tRNA sendo activado pela presença de 
pirofosfatase. Deste modo, o complexo E-aa-AMP (eq.l) cederia o AMP ao 
ATP formando-se o AP4A segundo, 

E + aa+ATP . E-aa-AMP + PPi (1) 

PPi 2 Pi ( 4 ) 

E-aa-AMP + ATP - E+aa + A p ^ (5) 

Nesta situação uma nova molécula de ATP ocuparia o lugar do PPi 
(eq. 1), sendo o AMP cedido a essa molécula segundo uma reacção reversível 
(eq.5). A função da pirofosfatase consistiria na eliminação do PPi formado, 
possível competidor do ATP, como aceitador do grupo AMP. 

Plateau e Blanquet (1992) verificaram que o AMP constituinte do 
complexo E-aa-AMP podia ser cedido a outros compostos que não o ATP 
(eq.5), dando origem a compostos distintos de acordo com o substrato 
aceitador. Assim por exemplo, se em vez de ATP se tiver (i) outros 
nucleósidos-5'-trifosfatos, como por exemplo o GTP, CTP, UTP, etc. obter-

se-íam, Ap4G, Ap4C, Ap4U, etc, respectivamente, (ii) outros nucleósidos 5'-

difosfatos, como por exemplo o GDP, ADP, CDP, obter-se-íam Ap3G, AP3A, 
Ap3C, respectivamente e, (iii) outros compostos como o P3 ou P4A, obter-

se-íam o P4A e o ApõA, respectivamente. 
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1.3.a.2. Luciférase (EC 1.13.12.7) 

A luciférase do pir i lampo t a m b é m catal isa a reacção de s ín te se de 
Ap4A median te a formação de u m complexo intermediário const i tu ído pela 
enzima, pela luciferina (LH2) e pelo AMP, com l iber tação de PPi (eq. 6), 
n u m a pr ime i ra fase, seguido da cedência do AMP p a r a o ATP (eq. 7) 
(Guranowski e col., 1990; Sillero e col., 1991; Ortiz e col., 1993). E s t a 
reacção de síntese, esquemat izada por 

E + A T P + L H 2 *■ E-LH2-AMP + PPj (6) 

E-LH2-AMP + PPi >■ E + LH + Ap 4 A (7) 

é e s t i m u l a d a n a p r e s e n ç a da pirofosfátase e d e p e n d e d a p r e s e n ç a de 
luciferina ou aná logos (dehidroluciferina e 6'-etil-luciferina) no meio de 
reacção, p a r a que ocorra este processo de síntese (Ortiz e col., 1995). 

A enz ima é i gua lmen te capaz de s in te t i sa r o u t r o s d inuc l eós idos 
polifosfatos, como se pode observar com os seguintes exemplos: 

(i) A subs t i tu ição do ATP por GTP, P4A ou dATP permite a s ín tese de 
Gp4G, AP5A e dAp4dA, respectivamente (Sillero e col., 1991). 

(il) Na ad ição con jun ta de ATP e Ap[CH2]pp ou ATP[aS], ocorre a 
s íntese de AP4A e App[CH2]ppA ou Ap4A[aS] (Sillero e col., 1991). 

(iii) A ad ição con jun t a de ATP[yS] e va r i ados nuc l eós idos t r i ou 
te t rafosfa tos (GTP, p 4 G , CTP, XTP, ITP e dITP) d á origem à s ín te se de 
he te ronuc leós idos t e t r a e pentafosfatos ( respect ivamente , AP4G, ApsG, 
Ap 4 C, AP4X, Ap4I e Ap4dl) (Ortiz e col., 1993). 

1.3.a.3. Acetil-CoA s intétase (EC 6.2.1.1) 

A acetil-CoA s in té tase é igualmente capaz de ca ta l i sa r a s ín te se de 
m o n o n u c l e ó s i d o s polifosfatos (p4A e psA), ut i l izando como s u b s t r a t o s 
d a d o r e s do g r u p o AMP, o ATP, m a s t a m b é m o acetil-AMP, e como 
s u b s t r a t o s ace i tadores o P3 ou P 4 , respect ivamente (Guranowski e col., 

1994). 
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1.3.a.4. Dinucleósido tetrafosfato fosforílase (EC 2.7.7.53). 

Como se discutirá no ponto 1.3.b.3. esta enzima é capaz de, in vitro, 
catalisar a síntese de Ap4A a partir de ADP e de ATP (eq. 8) ou de SpA e de 
ATP (eq. 9) (Brevet e col., 1987), segundo 

ADP + ATP - Ap4A + Pj (8) 

SpA + ATP - Ap4A + sulfato (9) 

Fisiologicamente, no entanto, esta enzima parece participar nos 
processos degradativos do Ap4A e não na sua síntese, uma vez que, em 
estirpes mutantes de leveduras, não contendo os genes APAJ e /ou APA2 
(genes codificantes destas enzimas) se verificou u m a diminuição da 
degradação deste dinucleótido in vivo (Plateau e col., 1989, 1990). 

1.3.a.5. Guanililtransférase (EC 2.7.7.45). 

Descrita pela primeira vez na Artemia (Warner e col., 1974) a 
guanililtranférase é uma enzima que catalisa a síntese de Gp4G utilizando 
o GTP como substrato e requerendo o ião Mg2+ (eq. 10) segundo 

2 GTP — - Gp4G + PPi ( 1 0 ) 

A enzima pode, igualmente, catalisar a síntese de GP3G e de GTP a 
partir de GDP e Gp4G (eq. 11), segundo 

GDP + Gp4G . Gp3G + GTP ( 1 1 } 

embora a uma velocidade inferior à velocidade de síntese de Gp4G (8%). O 
mecanismo de reacção provavelmente envolverá, numa primeira fase, a 
formação de um complexo intermediário E-GMP, o qual cederia o GMP, 
numa segunda fase, a outros nucleósidos polifosfatos (Plateau e Blanquet, 
1994). 
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1.3.b. Degradação dos dinucleósidos polifosfatos. 

l .S.b.l . Dinucleósido tetrafosfátase assimétrica (EC 3.6.1.17). 

Presente em variado material biológico como Artemia salina (Warner e 
Finamore, 1965; Vallejo e col., 1974), no fígado de rato (Lobaton e col., 
1975; Cameselle e col., 1982, 1984), em células tumorais (Ogilvie e Anti, 
1983), em extractos de células sanguíneas (Pinto e col., 1991), etc., a 
enzima catalisa a hidrólise preferencial de dinucleósidos tetrafosfatos 
(eq.12), apresentando valores de Km da ordem de |iM, a nucleósidos tri- e 
monofosfatos, de acordo com 

Ap4A > AMP + ATP (12) 

A enzima é activa do mesmo modo sobre os dinucleósidos penta e 
hexafosfato (NpsN' ou NpôN') embora com menor eficácia, dando origem a 
u m nucleósido-5'-tr ifosfato, sendo o outro u m ppN ou pppN, 
respectivamente; dinucleósidos tri ou difosfatos, NAD, NADP, ATP, etc, não 
são substratos da enzima. É uma enzima citoplasmática, embora cerca de 
10% da sua actividade se localize na fracção mitocondrial (Guranowski e 
Sillero, 1992). 

1.3.b.2. Dinucleósido tetrafosfátase simétrica (EC 3.6.1.41). 

Ao contrário da enzima anterior, esta enzima tem uma distribuição 
mais restrita, tendo sido descrita pela primeira vez em Physarum 
polycephalum (Barnes e Culver, 1982) e em algumas bactérias como na E. 
coli e na Pyrodictum occultum (Guranowski e col., 1983; Plateau e col, 
1985). É uma enzima que catalisa a hidrólise de Ap4A a duas moléculas de 
ADP (eq.13), de acordo com 

Ap4A >• 2 ADP (13) 

A enzima é activa igualmente sobre compostos do tipo NpnN' em que 
n é igual ou superior a 3, como seja o Ap3A, ApsA, ApôA, Ap4G, Gp3G, 
Gp4G, etc, dando invariavelmente origem a um dinucleósido difosfato. 
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1.3.b.3. Dinucleósido tetrafosfato fosforílase (EC2.7.7.53). 

Descrita em leveduras [Saccharomyces cerevisiae) e em alguns 
protozoários {Acanthamoeba castellanii e E. gracilis) (Guranowski e 
Blanquet, 1985; Guranowski e col., 1988), a dinucleósido tetrafosfato 
fosforílase catalisa a degradação fosforolítica do Ap4A em ATP e ADP 
(eq.14), segundo 

Ap4A + Pi . ATP + ADP (14) 

É uma reacção reversível permitindo, assim, a síntese de Ap4A a partir 
do ATP e do ADP (Brevet e col., 1987). São igualmente subst ra tos da 
enzima o ApsA e o Gp4G, bem como, o Ap4C, Ap4G, Ap4U e o Gp4U, dando 
origem sempre a um nucleósido difosfato como um dos produtos de 
reacção. O ATP, ADP, NAD, p4A entre outros não são subs t ra tos da 

enzima. 
A síntese de A p ^ pode ser igualmente catalisada por esta enzima, a 

partir do ATP e da adenosina 5'-fosfosulfato (SpA) (Guranowski e col., 
1988), mediante uma reacção irreversível (eq.15), segundo 

SpA + ATP ► Ap4A+ sulfato (15) 

A enzima pode ainda catalisar a síntese de ADP a partir do SpA e de Pi 
(eq.16), bem como a hidrólise do seu grupo sulfato, mediante uma reacção 
reversível, segundo 

SpA + Pi ■ ADP + sulfato (15) 

Um mecanismo possível para as reacções reversíveis consistirá na 
formação de um complexo intermediário E-AMP a partir do A p ^ , SpA e 
ADP. Este AMP seria cedido, numa segunda fase ao Pi, ao ATP e ao sulfato, 
dando respectivamente origem a ADP, A p ^ e SpA (Guranowski e Sillero, 
1992). 

1.3.b.4. Fosfodiestérases. 

Estas enzimas, que catalisam a hidrólise inespecífica de NpnN', são 
caracterizadas pelo grande desconhecimento em relação com a sua 
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especificidade de substratos e funções. Tendo como base a escolha de 
determinados compostos como substratos e das funções a elas atribuídas, 
estas enzimas foram classificadas em três grupos distintos pela Comissão 
de Enzimas, embora possivelmente correspondam à mesma actividade: 
Fosfodiestérase I (EC 3.1.4.1.), oligonucleotídase (EC 3.1.13.3.) e 
nucleótido pirofosfátase (EC 3.6.1.19) (Khorana, 1961; Razzell, 1963; 
Cameselle e col., 1984; Guranowski e Sillero, 1992). 

Utilizam como substratos nucleósidos 5'-fosfato com um grupo 3' 
hidroxilo da pentose livre, sendo igualmente activa sobre as ligações 
fosfodiester 5'-5'" (como sejam Ap3A, Ap4A, Gp4G), o NAD, o FAD e o ADP-
ribose, entre outros, obtendo-se como produtos finais da hidrólise, o 
nucleósido-5'-fosfato e o resíduo previamente ligado ao grupo fosfato 
(eq.17). 

N-5'-P-N' ^ N-5'-P + N' (17) 

Da acção da enzima sobre o Ap3A, Ap4A e ApsA, resulta o AMP e o 
ADP, ATP e p4A, respectivamente. Como estes produtos são igualmente 
substratos podem sofrer a acção da enzima dando origem ao AMP como 
produto final comum. A enzima purificada de fígado de rato apresenta 
valores de Km para o Ap4A de cerca de 10 |iM (Cameselle e col., 1984). 

Presente no fígado de rato (Muilerman e col., 1984; Cameselle e col., 
1984), nas células endoteliais (OgiMe e col., 1989) e cromafínicas (Miras-
Portugal e col., 1990) e no cérebro (García-Agúndez e col., 1991), a 
fosfodiestérase I localiza-se na face externa da membrana plasmática. 

I.3.C. Função do Ap4A e outros dinucleósidos polifosfatos. 

1 .3.cl . Influência nos processos de interconversão dos nucleótidos 
purínicos. 

Algumas reacções de interconversão entre os distintos nucleótidos 
purínicos [Fig. 1) podem ser influenciadas pela presença de dinucleósidos 
polifosfatos, mediante a acção que estes compostos podem exercer sobre a 
actividade das enzimas nelas intervenientes. Até ao momento descreveram-
se o efeito destes compostos sobre 5 enzimas que catalisam outras tantas 
reacções do metabolismo purínico: 
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(i) AMP desamínase - A sua actividade é fortemente activada pelo 
AP4A, apresentando valores de Ka da ordem de |iM, e inibida pelo GP4G de 
maneira similar à do ATP e GTP. Outros dinucleótidos, como o Ap3A e o 
Gp3G não exercem qualquer efeito sobre a enzima (Fernandez e col., 1984). 

(ii) 5'-Nucleotidase citosólica - É fortemente activada pelo Ap4A, bem 
como por outros dinucleósidos polifosfatos, como o AP3A e ApsA (Pinto e 
col., 1986; Itoh e Yamada,-1990). 

(iii) Adenilsuccinato sintétase - O Gp4G, bem como o GDP e o GMP, 
inf luenciam nega t ivamente a act ividade enz imát ica , in ib indo 
competitivamente a ligação do GTP à enzima (Faraldo e col., 1983). 

(iv) GMP reductase - É fortemente activada pelo Gp4G em 
concentrações da ordem de nM. É, por outro lado, inibida pelo XMP 
apresentando valores de Ki da mesma ordem de grandeza que os anteriores 
(Renart e col., 1976). 

(v) IMP desidrogénase - É inibida por Gp4G, mas também por outros 
nucleótidos, como o GMP, GTP e XMP (Canales e col., 1985). 

O efeito estimulador sobre as actividades da AMP desamínase e da 
GMP reductase pelo AP4A e Gp4G, respectivamente, permitiu sugerir a 
hipótese destes dois dinucleótidos contribuírem para a manutenção do 
equilíbrio (ou balanço) entre os níveis dos nucleótidos de adenina e da 
guanina e, em sentido mais lato, entre os nucleótios purínicos (Sillero e 
Gúnther-Sillero, 1989). 

I.3.C.2. Como análogos de estado de transição de algumas cínases. 

As cínases são enzimas que catalisam a transferência de um Pi entre 
nucleósidos trifosfatos e um nucleoside um nucleósido monofosfato ou 
um nucleósido difosfato, possuem locais onde se ligam simultaneamente 
os substratos dador e receptor de Pi, podendo parecer, quando estão unidos 
na posição adequada, um dinucleósido polifosfato. Os dinucleósidos 
polifosfatos ac tuam como compostos análogos bi-substrato, ou como 
análogos do estado de transição, das seguintes cínases: adenilato, 
adenosina, timidilato, timidina, deoxinucleósido, etc. (Sillero e Cameselle, 
1992). 
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I.3.C.3. Influência sobre a proliferação celular 

Os dados bibliográficos existentes são contraditórios em relação à 
possivel influência que os dinucleósidos polifosfatos, e particularmente o 
Ap4A, possam exercer sobre a divisão celular e a síntese de DNA. Rapaport 
e Zamecnik (1976) comparando diferentes estádios de crescimento celular, 
observaram, nas culturas celulares de crescimento mais rápido, uma 
concentração de AP4A de cerca de 50 vezes superior àquelas de menor taxa 
de crescimento, diminuindo fortemente quando esse crescimento cessava. 
Posteriormente, em outro trabalho, Grummt (1978), estudando o efeito do 
Ap4A exógeno sobre uma cultura celular de rim de hamster, observou um 
aumento da síntese de DNA, durante a fase Gl do ciclo celular, dependente 
da concentração de Ap4A. Em contrapartida, na fase de multiplicação 
exponencial o Ap4A não exercia efeito sobre esse processo de síntese. Estes 
resul tados foram mais tarde corroborados por outros t rabalhos em 
diferentes tipo de células, através da quantificação dos valores de Ap4A ou 
do efeito deste dinucleótido exógeno sobre a síntese de DNA. 

Este efeito estimulador da síntese de DNA pelo AP4A, não parece ser 
específico deste composto, uma vez que outros dinucleósidos polifosfatos 
como o Ap3A, o Ap4G, bem como o p4G ou o ATP, são capazes de estimular 
a actividade da DNA polimerase a. Contudo, o mecanismo de actuação do 
Ap4A parece ser específico para esse processo. Na realidade, os estudos 
efectuados por Grummt e col. (1979) em timo de vitela, mostraram que o 
Ap 4A ligava-se especificamente à sub-unidade de 57 kDa da DNA 
polimerase a, de uma forma covalente e com significativa afinidade. O ATP 
não era capaz de exercer um efeito inibitório desta ligação à DNA 
polimerase a. Mais ainda, esta capacidade de ligação do A p ^ diminuía 
paralelamente com a diminução desta actividade enzimática. Estudos 
posteriores efectuados quer no timo de vitela quer em células HeLa 
corroboraram estes resultados (Remy, 1992; Baxi e Vishwanatha, 1995). 

Outros estudos, porém, apresentam resultados que contrastam e 
contrariam estes dados, pois não se observou qualquer efeito estimulador 
do A p ^ quer sobre a DNA polimerases a (nem .6 ou y) de mieloma de rato, 
in vitro, (Ono e col., 1980) quer sobre a síntese de DNA em fibroblastos 
humanos (Edwards e Kaufmann, 1982). Do mesmo modo, os resultados 
obtidos por Kõnig e col. (1983), em estudos in vitro, com o complexo DNA 
polimerase-primase apontam no sentido de ser o ATP, e não o Ap4A, o 
responsável pela estimulação deste complexo e, como tal, da síntese de 
DNA. 
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Na regeneração hepática, Weinmann-Dorsch e col. (1984) e Andersson 
e Lewan (1988) obtiveram do mesmo modo resultados díspares entre si. 
Enquanto que, os primeiros observaram um aumento de cerca de 65 vezes 
superior dos níveis de Ap4A relativamente às células em estado não 
proliferative o aumento encontrado pelos segundos foi apenas de duas 
vezes. 

Esta disparidade de resultados pode ser explicada pelos baixos níveis 
de concentração destes compostos nos diferentes tecidos, bem como, na 
dificuldade técnica de os obter e quantificar (Garrison e Barnes, 1992). 

I.3.C.4. Interacção com receptores celulares. 

O Ap4A encontra-se presente, em valores de concentração da ordem de 
nanomolar (nM) (Garrison e col., 1992), em diversos órgãos e tecidos 
animais, como no rato (cérebro, coração, fígado, rim e testículos) e no 
cobaio (coração fígado músculo e rim). Contudo, valores superiores, da 
ordem de micromolar, podem ser encontrados nas plaquetas sanguíneas 
humanas (Flodgaard e Klenow, 1982; Sillero e col., 1994). Valores mais 
elevados ainda, da ordem de milimolar, nos grânulos cromafínicos da 
glândula da medula adrenal bovina foram descritos por Rodriguez del 
Castillo e col. (1988), embora Sillero e col. (1994) tenham encontrado, 
neste tecido, valores cerca de 100 vezes inferiores, da ordem de |iM. 
Recentemente, estes compostos dinucleósidos polifosfatos, nomeadamente 
o Ap4A e o Ap5A, foram igualmente encontrados nas vesículas sinápticas 
de Torpedo e em sinaptossomas cerebrais de rato, em concentrações da 
ordem de |iM (Pintor e Miras-Portugal, 1993). 

Os baixos e indetectáveis níveis plasmáticos de Ap4A são o resultado 
conjunto das baixas concentrações deste dinucleótido nos distintos tecidos 
e do grau de diluição que sofrem quando libertadas na corrente sanguínea. 
Por outro lado, os dinucleósidos polifosfatos libertados podem exercer os 
seus efeitos in sita, nas proximidades do local de libertação ou em locais 
mais distantes levados pela corrente sanguínea, actuando como modulares 
intra ou extracelulares, respectivamente. Um exemplo desta actuação como 
modulador extracelular, é o efeito que certos dinucleósidos polifosfatos 
exercem sobre o sistema vascular (Busse e col., 1988). De notar, que a 
determinação in vivo dos tempos de semi-vida do Ap4A, no plasma e no 
sangue total, foram de cerca de 6 e 3 min, respectivamente (Lúthje e 
Ogilvie, 1988). Uma vez na circulação, o Ap4A é distribuído por todo o 
organismo, podendo ser degradado por acção de enzimas hidrolíticas 
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presentes quer no plasma quer na superfície das membranas celulares, 
como as fosfátases e as fosfodiestérases (Cameselle e col., 1984; Ogilvie, 
1992; Guranowski e Sillero, 1992). 

Os efeitos exercidos por este dinucleósido polifosfato podem ser 
atr ibuidos à acção da própria molécula ou aos seus produtos de 
degradação (ATP, ADP, AMP ou adenosina), mediante a ligação a receptores 
purínicos do tipo Pi e P2 (Linden, 1994; Baxi e Vishwanatha, 1995), 
agonistas, respectivamente, da adenosina e do ATP. A existência de 
receptores específicos membranares para o AP4A, em diversos tecidos de 
rato, foi observada por Hilderman e col. (1991), sendo esses resultados 
corroborados por outros estudos (Ogilvie, 1992; Pintor e col., 1993; Pintor e 
Miras-Portugal, 1995). As características de especificidade desses receptores 
foi comprovada ao se observar, por parte dos dinucleósidos polifosfato, 
como o Ap3A, Ap5A, Ap6A e o Ap3G, uma competitividade com o AP4A, ao 
contrário do verificado com os mononucleósidos fosfato da adenina (ATP, 
ADP, AMP), o GTP e a adenosina (Hilderman e col., 1991). Esta 
especificidade foi, uma vez mais comprovada pela inibição da ligação do 
AP4A ao receptor mediante a utilização de anticorpos monoclonais (Walker 

e col., 1993). 
A existência de receptores específicos para dinucleósidos polifosfatos é 

reforçada por estudos efectuados anteriormente pelo grupo de Sillero (Grau 
e col., 1982) em que se demonstrou a presença de receptores para o GP4G 
em homogeneizados cerebrais. Nesses estudos demonstrou-se ainda, que o 
AP4A não competia com o GP4G para essa ligação. 

I.3.C.5. Efeito sobre a função das plaquetas. 

As p laque tas contêm nos seus corpos densos , entre out ros 
constituintes, o ADP, o ATP, bem como o AP4A e o AP3A. 

O ADP induz a agregação plaquetária de u m a forma reversível e 
rápida, em concentrações da ordem de micromolar, através da sua ligação 
a receptores localizados na membrana plaquetária (Born, 1962). 

O AP4A e o AP3A, por seu lado, exercem efeitos antagónicos entre si 
neste processo de agregação plaquetária. O AP4A exerce um efeito anti-
agregante e anti-trombótico (Louie e col, 1988), que pode ser explicado por 
dois mecanismos diferentes: 

1. Impede a ligação do ADP ao seu receptor, mediante um processo de 
inibição competitiva (inibe a indução provocada pelo ADP), 
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2. Através do ATP (produto resultante da sua hidrólise) o qual, à 
semelhança com Ap4A, é um inibidor competitivo da ligação a receptores 

do ADP (Ogilvie, 1992). 
O Ap3A exerce um efeito agregante das plaquetas similar ao efeito do 

ADP, embora mais lento. Este efeito, é mediado pelo ADP que se forma 
como resul tado da degradação do Ap3A no meio extracelular por 
fosfodiestérases e não desta molécula como tal (Lùthje e Ogilvie, 1984). 
Este facto, justifica a ausência de efeito agregante do AP3A verificado em 
células não possuidoras de fosfodiestérases (Ogilvie, 1992), bem como, um 
efeito mais lento e mais continuado que o provocado pelo ADP. 

I.3.C.6. Efeito sobre as células cromafínicas. 

Conjuntamente com as catecolaminas, o ATP e o ADP, o ácido 
ascórbico, etc. (Winkler e Westhead, 1980), os dinucleósidos polifosfatos, 
como o Ap4A, Ap5A e ApeA (Castillo e col., 1992; Pintor e col., 1991, 1992), 
são libertados dos grânulos cromafínicos da medula da supra renal quer in 
vivo, para a corrente sanguínea quer in vitro, para o liquido de prefusão. 
Es ta secreção resul ta do efeito estimulador provocado por certos 
compostos, como a acetilcolina, o carbacol ou altas concentrações de K+. 

Compostos de tipo ApnA (Ap3A, Ap4A e Ap5A) ac tuam como 
estimuladores das células cromafínicas provocando a libertação das 
catecolaminas, embora, com um efeito significativamente inferior (cerca de 
10%) ao causado pela secreção devida à nicotina quando em concentração 
50 vezes inferior (100 \iM contra 2 |iM, respectivamente). A presença 
conjunta destes dinucleótidos com a nicotina durante a indução da 
secreção medular de catecolaminas, provoca uma resposta secretória 
ligeiramente inferior à obtida com a nicotina isoladamente (Castro e col., 
1990). 

I.3.C.7. Efeito sobre o sistema vascular. 

O ATP, em concentrações da ordem de |iM, actua sob o sistema 
vascular exercendo um efeito vasodilatador ou vasoconstritor, de acordo 
com o estado estrutural do endotélio, isto é, em condições de integridade 
ou de lesão, respectivamente. 

O AP3A e o Ap4A influenciam o tonus muscu la r das ar tér ias 
mesentéricas de coelho, provocando ambos, em condições de integridade 
física do vaso, um efeito de vasodilatação, embora, o segundo provoque um 
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efeito contrário, quando em condições de lesão vascular (Busse e col., 
1988). Do mesmo modo, o ApsA e o Ap6A provocam vasoconstrição renal e 
anéis aórticos, em concentrações da ordem de nM, do rato (Schlúter e col., 
1994). 

Ralevic e col. (1995) sugeriram, com base nos resultados observados 
em artér ias mesentéricas de rato, que os dinucleósidos polifosfatos 
exerciam efeitos distintos sobre o sistema vascular, de acordo com o 
número de grupos fosfato constituintes da sua cadeia interna. Assim, se 
esse número fosse inferior a 3 ou igual ou superior a 4, os dinucleósidos 
polifosfatos actuariam como vasodilatadores ou como vasoconstritores, 
respectivamente. 

A ac tuação vasodilatadora ou vasoconstr i tora dos dis t in tos 
compostos dinucleótidos dependem da sua ligação a diferentes receptores. 

1.3.d. Genes codif icadores de e n z i m a s i n t e r v e n i e n t e s no 
metabolismo dos dinucleósidos polifosfatos. 

1.3.d. 1. Dinucleósido tetrafosfátase. 

O gene apaH é um gene codificador da dinucleósido tetrafosfátase 
simétrica, identificado na E. colipor Mechulam e col. (1985). 

Estirpes de E. coli, resultantes de transformação com plasmídeos, 
capazes de expressar este gene, caracterizam-se por uma actividade 
enzimática 30 vezes superior à observada em estirpes não transformadas. 
Foi ainda demonstrado, que a concentração de Ap4A presente nas estripes 
não t ransformadas era 10 vezes inferior à verificada n a s estirpes 
t ransformadas . Em estirpes incapazes de expressar esse gene as 
concentrações de Ap4A presentes eram de 16 a 100 vezes superiores às 
observadas em estirpes contróis (Farr e col., 1989; Lévêque e col., 1990). 

Relativamente à dinucleósido tetrafosfátase assimétrica, os seus 
genes codificadores foram identificados na placenta humana (Thome e col., 
1995) e na Schizosaccharomyces pombe (identificado como aphl) (Huang e 
col., 1995), com pequena homologia entre si. Enquanto que a de origem 
placentária humana tem uma sequência designada de MutT, parecida com 
outras pertencentes a pirofosfátases de nucleótidos, a segunda contém 
uma designada de HIT (tríade de histidinas) similar à apresentada por 
proteínas da família HIT. 
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1.3.d.2. Dinucleósido tetrafosfato fosforílase. 

Os genes APA1 e APA2, codificantes de d u a s isoenzimas da 
dinucleósido tetrafosfato fosforílase, foram identificados no cromossoma III 
e IV, respectivamente, da Saccharomyces cerevisiae. Estas, possuem uma 
sequência de aminoácidos idêntica em 60% (Garrison e col., 1992; Plateau 
e Blanquet, 1994). 

Em estirpes expressando apenas um dos genes (APAl ou APA2) ou 
nenhum deles observou-se um aumento das concentrações de Ap4A, 
particularmente significativo (50 vezes superior) no último caso. Estes 
dados sugerem que, in vivo, estas enzimas intervêm principalmente nos 
processos degradativos deste dinucleótido. Porém, num estudo efectuado 
com uma estirpe de S. cerevisiae, contendo um plasmídeo multicópia, 
capaz de produzir grandes quantidades de fosforílase I, Ávila e col. (1991) 
verificaram um aumento dos níveis de Ap4A, Ap4G e Gp4G, contrariando a 
hipótese anteriormente formulada. 

1.3.d.3. Relação entre o metabolismo de dinucleósidos polifosfatos e 
um possível gene supressor de tumores. 

O gene FHIT é um gene caracterizado por possuir uma sequência com 
u m a homologia com a dinucleósido tetrafosfátase ass imétr ica da 
Schizosaccharomyces pombe, de cerca de 69% (Ohta e col., 1996). 

Foi clonado a partir de região (FRA3B) situada nas proximidades do 
local onde se verificava uma translocação entre os cromossamas 3 e 8 
(t(3,8)(pl4,2;q24)) (Cohen e col., 1979), em membros de uma família com 
elevada frequência de casos de carcinomas renais, em idades jovens. 
Recentemente, verificou-se que em cerca de 50% dos casos de tumores do 
esófago, estômago e cólon (Ohta e col., 1996) e em valores mais elevados 
em tumores pulmonares (Sozzi e col., 1996), esse gene contém uma 
mutação ou, mesmo, não é transcrito. A proteína resultante da expressão 
deste gene FHIT (gene supressor de tumores) em E. coli possui capacidades 
hidrolíticas sobre Ap3A (Barnes e col., 1996), sugerindo uma possível 
relação entre o metabolismo de dinucleósidos polifosfatos e a 
tumorogénese. 



2. Objectivos 
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1. O estudo do metabolismo dos nucleótidos purínicos, constitui, há 
já algum tempo, uma das principais linhas de investigação, dos Doutores 
Gunther-Sillero e Sillero (Sillero e Sillero, 1987, 1989; Sillero e col., 1993; 
Bleisch e col., 1994). Estes autores observaram que os dinucleósidos 
tetrafosfatos eram importantes compostos reguladores da interconversão 
metabólica, dos nucleótidos purínicos: a diaguanosina tetrafosfato como 
activador da GMP reductase (Renart e col., 1976), a diadenosina 
tetrafosfato como activador da AMP desamínase (Fernandez e col., 1984) e 
da 5'-nucleotídase citosólica IMP/GMP específica (Pinto e col, 1986). 

2. Ao iniciar este trabalho, tinha sido descrita e caracterizada no 
cérebro de rato uma 5'-nucleotídase de alta afinidade para o AMP como 
substrato (Ipata, 1968; Montero e Fes, 1982; Mallol e Bozal, 1983, Orford e 
col., 1991), conhecendo-se, no entanto, relativamente pouco sobre a 5'-
nucleotídase IMP/GMP específica nesse órgão (Pinto e Fernandez, 1987; 
Bontemps e col., 1989a; Itoh e col., 1992). 

3. Dada a importância que o metabolismo de nucleótidos tem no 
cérebro, onde, ligeiras disfunções neste quadro podem dar lugar a graves 
alterações neurológicas, propôs-se, como objectivo principal deste tese, 
es tudar a actividade 5'-nucleotídase citosólica IMP/GMP específica de 
cérebro de rato. 

4. Se se conseguisse a purificação da enzima estudar-se-íam as suas 
propr iedades cinéticas e moleculares, ass im como, o efeito dos 
dinucleósidos polifosfatos e moléculas similares sobre a velocidade 
enzimática. Propuseram-se, ainda, outros objectivos adicionais, como o 
estudo do seu papel catalítico em extracto cru de cérebro e o estudo 
comparativo das sequências nucleóticas e peptídicas da enzima 5'-
nucleotídase citosólica, em banco de dados de sequências. 



3. Material e Métodos 
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3 . 1 . M a t e r i a l 

3.1.a. Material biológico 

Como material biológico usaram-se nas experiências ratos Sprague -
Dawley, machos, de idade compreendida entre as 10 e as 11 semanas de 
vida. Possuíam u m peso médio de cerca de 270 g (230-300g), sendo 
alimentados ad libitum com uma dieta de rações Sanders e água. 

A ração Sanders, embora de composição quantitativa não definida 
pelo fabricante, sob o ponto de vista qualitativo é constituída por uma 
mistura de farinha de carne, gorduras, amido e celulose, suplementada 
com vitaminas (A, D e E) e minerais (cálcio, fósforo e sódio). 

3.1.b. Aparelhos 

Na homogeneização do tecido cerebral utilizou-se o tubo de Potter com 
um êmbolo revestido com teflon ou um homogeneizador Polytron da casa 
Kinematica AG. 

Nas centifugações utilizaram-se distintas centrífugas de acordo com 
os objectivos pretendidos. Assim, foram utilizadas (i) uma centrífuga da 
marca Beckman, modelo GPR centrifuge e uma microcentrifuga Heareus 
Sepateca modelo Biofuge 13, ambas centrífugas de mesa, (ii) centrífugas 
refr igeradas de alta velocidade Beckman, modelo J 2 - 2 1 e (iii) 
ultracentrifugas, Beckman, modelos XL-80, L8-80M e L8-55. 

As pesagens efectuaram-se em ba lanças Sar tor ius e Salter 
electroscale, modelo KE-1200A. 

As d e t e r m i n a ç õ e s espect rofotométr icas r e a l i z a r a m - s e em 
espectrofotómetros Zeiss, modelo PMQ3, Shimadzu modelo UV-160A e em 
leitor de micro ELISA da Bioteck Instruments, modelo EL 340 acoplado a 
um computador e impressora Macintosh. 

As incubações das diferentes reacções enzimáticas foram realizadas 
em banhos termoestatizados da casa New Brunswick Scientific, modelo G-
76, da casa Braun-Biotech, modelo Thermomix 1420 e em aparelho 
termoestatizado Techne Dri-Block, modelo DB-2A. 

Na medição dos valores de pH das distintas soluções de trabalho 
utilizou-se o aparelho Crison, modelo MicropH 2000 da casa Crison 
Instruments S.A. 
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Nas técnicas cromatográficas em coluna utilizaram-se na recolha das 
fracções, colectores LKB, modelo 7000, Ultrorac e RediFrac de Pharmacia. 

Nas electroforeses utilizou-se uma fonte de alimentação da Apparatus 
Corporation, modelo EC 105. A camará de electroforese era o modelo Mini-
Protean II Electrophoresis Cell da Bio-Rad. 

Na cromatografia líquida de alta resolução (HPLC), utilizou-se um 
cromatógrafo líquido da casa Hewlett-Packard, modelo 1090 com detector 
de díodos em circuito integrado. Este cromatógrafo estava acoplado a um 
computador modelo HP 9000-300, da casa Hewlett-Packard. Utilizou-se 
ainda um outro cromatógrafo da marca Waters, modelo 440, acopolado a 
um detector da mesma marca e, ainda, a um integrador modelo 3390A de 
Hewlett-Packard. 

Utilizaram-se colunas de Hypersil ODS (Cl8) da Hewlett-Packard de 
duas distintas dimensões - (i) 4,6 x 100 mm e (ii) 2,1 x 100 mm -
protegidas, respectivamente, com pré-colunas igualmente de Hypersil ODS 
(C18) de 4,6 x 20 mm e 2,1 x 20 mm. 

Para a cromatografia de interacção hidrofóbica (HIC) utilizou-se um 
cromatógrafo da marca Waters, acoplado a um colector de fracções 
RediFrac da casa Pharmacia. 

Na medição da radioactividade das amostras utilizou-se um aparelho 
de contagem de cintilações da marca Beckman, modelo LS 1701. Do 
mesmo modo utilizou-se um outro aparelho automático da marca Packard 
(electronic autoradiographic), modelo Instant imager, da casa Canbera 
Company, acopolado a um computador IBM e a uma impressora HP laser 
Je t 4, da Hewlett-Packard. 

Na recolha das fracções do gradiente de sacarose utilizou-se uma 
bomba colectora de gradientes da marca Auto Densi Flow II C da casa 
HaakeBuchler. 

Na liofilização das amostras utilizou-se um liofilizador da marca 
Virtis. 

A água utilizada durante o trabalho experimental foi água destilada e 
desionizada por um sistema de filtros da marca Fisons Scientific 
Apparatus. A água utilizada nas técnicas de cromatografia líquida de alta 
resolução foi purificada por um sistema Milli Q da Milipore. 

No tratamento matemático do metabolismo purínico cerebral utilizou-
se um computador Macintosh, modelo Quadra 650 C. 
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3. I .e . Produtos 

Os nucleótidos (ADP, GTP, CTP) foram da Boehringer. Os restantes 
nucleótidos, bem como os dinucleótidos utilizados (Ap2A, AP3A, Ap4A, 
ApõA e Ap6A) e as cadeias de polifosfatos foram da Sigma. O GP4G foi 
obtido a partir dos cistos de Artemia salina (Vallejo e col., 1974), sendo os 
res tantes dinucleótidos utilizados, obtidos por síntese no laboratório, 
utilizando a luciferase de-pirilampo (Photinus pyralis) (Sillero e col., 1991; 
Ortiz e col., 1993). 

A [8-3H] Guanosina e a [8-14C] guanosina-5'-monofosfato foram, 
respectivamente da ICN Radiochemicals e da Moravek Biochemicals. 

A luciférase do pirilampo {Photius pyralis) foi da Boehringer (cat.n0 

411523) ou da Sigma (cat. L-5256). A pirofosfátase inorgânica de levedura e 
a fosfátase alcalina de intestino de vitela foram da Boehringer 
(respectivamente, cat.n° 108987 e cat. n° 108138) 

As placas utilizadas nas cromatografias de camada fina (TLC) foram de 
PEI-celulose Cel 300 PEI/UV254 da Macherey-Nagel (art0 801063). 

As resinas utilizadas foram das casas Pharmacia (Sephacryl S-300, 
PD-10 de Sephadex G-25, Sepharose 4B), Serva (DEAE-celulose e celulose 
do tipo P), e Amicon (Gel de Dyematrex Green A - n° 19311). As colunas 
Mono Q HR 5 / 5 e Phenylsuperose HR 5/5 eram da casa Pharmacia 
Biotech. 

Na concentração das amostras por membrana uti l izaram-se da 
Amicon os microconcentradores Microcon 50 e concentradores Centriplus 
50, e da Vivascience, Lda. os concentradores Vivaspin 500. 

Como m a r c a d o r e s de m a s s a molecular , u t i l i za ram-se em 
cromatografia de filtração por gel em Sephacryl S-300 ou gradiente de 
sacarose, as enzimas (lactato desidrogénase, pruvato cínase, adenosina 
desamínase e catálase) da casa Boehringer, e nas electroforeses de 
poliacrilamida em SDS uma mistura de proteínas padrão - Standarts SDS-
PAGE - da BioRad (cat.n0 1561-0304). 

O reagente de Bradford foi da Bio-Rad (cat n° 500-0006). 
O metanol usado em HPLC foi da casa Riedal-de Haën. O brometo de 

tetrabutilamónio foi da Merck (cat. n° 818839). Os filtros de tipo HA (0,45 
|im de tamanho de poro) para soluções hidrofílicas e do tipo HV (0,45 îm 
de tamanho de poro) para soluções orgânicas foram da Millipore. 

O líquido de cintilação utilizado foi o Optiphase "Hisafe", da Wallac 
de Fisons Chemicals, Loughborough Leics (cat. n° sc-9195-21). 
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Todos os restantes produtos utilizados foram de pureza analítica da 
Merck ou da Sigma. 

3.1.d. Soluções tampão 

3.1.d.l .THE 
Utilizada na homogeneização para a purificação e caracterização da 

enzima, é constituída por 50 mM de Tris, ajustado a pH 7,4 com HC1, 1 
mM de EDTA, 10 mM de jS-mercaptoetanol e 0,28 M de sacarose, 
suplementada com 2 ng/ml de leupeptina e 2 mM de PMSF. 

3.1.d.2. TSE 
Utilizada, essencialmente, na purificação da enzima, é constituída por 

50 mM de Tris, ajustado a pH 7,4 com HC1, 1 mM de EDTA e 10 mM de $>-
mercaptoetanol, suplementada com 2 (ig/ml de leupeptina e 2 mM de 
PMSF. 

3.1.d.3.TH 
Utilizada na homogeneização do tecido cerebral para estudo do 

metabolismo é constituída por 50 mM de Tris, ajustado a pH 7,4 com HC1, 
10 mM de JS-mercaptoetanol e 0,28 M de sacarose. 

3.1.d.4. TS 
Utilizada, essencialmente, no estudo do metabolismo cerebral é 

constituída por 50 mM de Tris, ajustado a pH 7,4 com HC1 e 10 mM de JS-
mercaptoetanol. 

3 .2 . M é t o d o s 

3.2.a. Preparação de homogeneizados tecidulares e obtenção da 
fracção citosólica 

Durante o processo de purificação da 5'-nucleotídase citosólica, os 
ratos foram mortos por decapitação entre as 10 e as 11 horas da manhã 
sendo os seus cérebros imediatamente extraídos e mergulhados numa 
solução tampão constituída por 50 mM Tris, ajustada a pH 7,4 com HC1, 1 
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mM de EDTA, 10 mM de J3-Mercaptoetanol, 0,28 M de Sacarose, 
suplementada com 2 mM de PMSF e 2 |ig/ml de leupeptina (THE). 

Após pesagem, o tecido cerebral foi homogeneizado em 5 volumes de 
THE com auxílio de um Polytron (Kinematica AG) em três impulsos 
("burst") de 30 s cada, intervalados com 30 s de repouso em gelo. 

A mesma metodologia de trabalho foi utilizada na obtenção de 
material para o estudo comparativo da enzima presente nos distintos 
órgãos. Para este estudo, os ratos foram mortos por exsanguentação, 
mediante punção cardíaca, sendo os tecidos obtidos, imediatamente 
separados e tratados individualmente. 

Para o estudo das actividades nucleotidásicas totais, o tecido cerebral 
de rato foi obtido como o descrito anteriormente e imediatamente 
mergulhado numa solução tampão a pH 7,4, constituída por 50 mM de 
Tris, HC1 e 0,28 M de sacarose. Após pesagem, o tecido cerebral total foi 
homogeneizado em 3 volumes da mesma solução tampão, com auxílio de 
um tubo de Potter, com 6 impulsos de 30 segundos. 

Na preparação dos homogeneizados de cistos de Artemia, estes (2g) 
foram hidratados mediante suspensão em 50 ml de água destilada fria, 
deixados em repouso por um período de 20 minutos, ao fim do qual se 
eliminaram por decantação conjuntamente com a água os que flutuavam. 
Esta operação é repetida duas vezes. Os cistos hidratados foram 
ressuspendidos em 50 ml de uma solução de hipoclorito de sódio a 1%, e 
mant idos sob agitação contínua e suave durante 5 minutos, com o 
objectivo de fragilizar a sua membrana externa. Após sedimentação e 
decantação da suspensão, os cistos precipitados foram lavados, com 
tampão de homogeneização, até desaparecimento do cheiro de hipoclorito 
de sódio. Procedeu-se em seguida a uma nova lavagem com 10 ml da 
m e s m a solução t ampão de homogeneização. Os c is tos foram 
completamente secos, procedendo-se à sua trituração em almofariz. Esta 
operação foi acompanhada pela observação microscópica do triturado, 
dando-se por terminada quando a grande maioria dos mesmos foi 
destruída. Uma vez bem triturados, adicionaram-se pouco a pouco 10 ml 
de solução tampão de THE, obtendo-se assim um homogeneizado dos 
cistos da ArtemicL 

Os homogeneizados, obtidos segundo os protocolos anteriormente 
descritos, foram centrifugados a 31 000 x g por um período de 25 minutos, 
sendo os respectivos sobrenadantes recuperarados e sujeitos a uma nova 
centrifugação a 150 000 x g por um período de 60 minutos . Os 
sobrenadantes resul tantes desta última centrifugação, const i tuem a 
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fracção solúvel do citoplasma, isto é, o citosol. Todas as operações foram 
efectuadas à temperatura de 4°C. 

Para o estudo do metabolismo purínico cerebral, as respectivas 
fracções citoplasmáticas foram, normalmente, dialisadas frente a tampão 
de 50 mM Tris, HC1 (pH 7,4) e 10 mM de J3-mercaptoetanol (TS) por um 
período mínimo de 16 horas com duas mudas de solução tampão. Os casos 
particulares indicam-se a cada momento. 

3.2.b. Fraccionamento com sulfato de amónio 

À fracção citosólica de cérebro de rato homogeneizado em solução 
tampão THE adicionaram-se, de uma forma lenta e gradual, sulfato de 
amónio, finamente pulverizado, até atingir a saturação final de 45% (277 
g/l). A suspensão formada foi deixada em contacto, à temperatura de 4°C e 
sob agitação contínua, por um período de 4 a 5 horas, ao fim do qual foi 
centrifugada a 31 000 x g, durante 30 minutos. O precipitado formado foi 
ressuspendido em solução de TSE, sendo de seguida dialisado frente à 
mesma solução. 

Quando se procedeu ao estudo do comportamento da enzima na 
presença de sulfato de amónio (0 a 45% e de 45 a 65%), ao sobrenadante 
anterior foi adicionado novamente sulfato de amónio até atingir a 
saturação final de 65% (134 g/l), sendo esta nova suspensão tratada como 
se descreveu anteriormente. 

3.2.C. D e t e r m i n a ç ã o das ac t iv idades e n z i m á t i c a s da 5'-
nucleot ídase IMP/GMP específica. 

3.2.C.I. Actividade 5'-nucleotidásica 

A acção 5'-nucleotidásica da enzima sobre o substrato nucleósido 5'-
monofosfato dá origem, como produtos da reacção, a Pi e ao nucleósido 
correspondente, podendo, deste modo, determinar-se a sua actividade 
mediante a quantificação quer do Pi quer do nucleósido formado. 

3 .2 .c l . a . Quantificação do fósforo inorgânico (Pi) 

A mistura de reacção normalmente utilizada era constituída por 50 
mM de solução tampão de Imidazol, HC1 (pH 7,0), 5 mM de MgCl2, 0,22 M 
de NaCl, 0 ,1% BSA, 2 mM de IMP, como substrato da enzima e 0,050 mM 
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de Ap4A como efector enzimático, para um volume final de 0,2 ml (mistura 
de reacção padrão). A adição da enzima à mistura, em quant idades 
adequadas, determinava o tempo zero da incubação que se efectuava a 
37°C, normalmente, por um período de 30 minutos. Uma vez terminado 
este tempo de incubação, a reacção enzimática era parada pela adição de 
1,45 ml de um reagente - reagente de Ames (Ames, 1966) - constituído por 
0,42 M de molibdato de amónio em 0,5 M de ácido sulfúrico, ácido 
ascórbico a 12% e dodecilsulfato de sódio (SDS) a 3,7% na proporção de 
6:1:1. Após a adição do reagente procedeu-se a nova incubação a 45°C por 
25 minutos , para permitir o desenvolvimento da cor. A leitura da 
absorbância era feita a 820nm. 

Paralelamente fizeram-se os brancos correspondentes sem enzima e 
sem substrato e uma série de padrões de fosfato contendo 0, 10, 20 30, 40 
e 50 nanomoles. Nas condições de ensaio e a 820 nm, a um nanomole de 
fósforo inorgânico corresponde um valor de absorção média de 0,017 em 
um intervalo de valores absolutos entre 0,016 e 0,020. 

Uma Unidade (U) de enzima é definida como a quantidade de enzima 
que converte 1 |a.mole de substrato por minuto, nas condições de ensaio. 

3.2.C.l.b. Quantificação dos nucleósidos formados 

(i) Por cromatografia líquida de alta resolução (HPLC) 

A mistura de reacção utilizada era basicamente a mesma que a 
descrita no método anterior (3.2.cl.a). Após término do período de tempo 
de incubação da reacção enzimática recolhiam-se aliquotas do meio de 
ensaio que se diluíam em água destilada fria, normalmente numa diluição 
de 3 vezes, e mergulhavam-se em banho maria fervente, por um período de 
90 segundos. Após este período de tempo os tubos eram colocados 
imediatamente em gelo e congelados até ao momento de ensaio. 

Normalmente, aliquotas de 0,050 ml de amostra previamente filtrada 
por filtros Millipore (0,45 pm) eram injectados numa coluna de Hypersil 
ODS e eluídas de acordo com o descrito no ponto 3.2.e.l. Após eluição da 
amostra da coluna e obtido o seu perfil cromatográfico, procedeu-se à 
quantificação dos produtos formados mediante a medição das áreas dos 
picos e comparando-as com curvas de calibração real izadas com 
concentrações conhecidas do produto a quantificar. 



52 

(ii) Por cromatografia em camada delgada (TLC) 

Para um volume final de 12,5 |il, a mistura de reacção continha 100 
mM de Imidazol, HC1 (pH 7,0), 5 mM de MgCl2, 0,22 M de NaCl, 0,52 mM 
de [8-14C] GMP (actividade específica 6,8 |iCi/M.mol) como substrato, 0,2% 
BSA, efector (que em cada caso se indica) e enzima. 

Após término dos períodos de incubação a 37°C, a reacção era 
terminada mediante a aplicação de alíquotas de 3 a 4 jul de cada amostra 
em placa de PEI-celulose. Depois de seca a placa era eluída com água 
destilada até à altura de 10 cm. Antes de se proceder à sua eluíção aplica-
se no local de origem quantidades apropriadas de GMP e de Guo não 
marcadas . A análise dos resultados efectuou-se pela quantificação do 
produto guanosina de acordo com o descrito no ponto 3.2.e.2. 

3.2.C.2. Actividade fosfotransferásica 

A mistura de reacção continha, para um volume final de 0,025 ml, 100 
mM de solução tampão de Imidazol, HC1 (pH 7,0), 5 mM de MgCl2, 0,22 M 
de NaCl, 5 mM de IMP ou GMP como substratos dadores de grupos fosfato, 
1 mM de guanosina e 0,5 |iCi de [8-3H] Guanosina (19 Ci/mmol), 0,1 mM 
de AP4A como efector e enzima. A mistura de reacção foi incubada a 37 °C, 
durante 60 e 120 minutos, sendo a reacção parada pela aplicação de 
alíquotas de 4 \x\ de amostra numa placa de PEI-celulose, previamente 
preparada. A placa de TLC era eluida com água até à altura de 10 cm. 
Depois de seca a placa, procedeu-se à localização das manchas, de acordo 
com protocolo de análise dos resultados descrito no ponto 3.2.e.2. 

3.2.d. Outras determinações enzimáticas 

3.2.d.l . Fosfátase alcalina (EC 3.1.3.1) 

Para um volume final de 1 ml a mistura de reacção era constituída por 
tampão Tris, HC1 50 mM (pH 8,8), 5 mM de MgCl2, 6 mM de p-nitro 
fenilfosfato e enzima. A adição da enzima à mistura de reacção determinou 
o tempo zero do período de incubação que se prolongou por 30 minutos à 
temperatura de 37°C. Após este período, a reacção foi parada pela adição 
de 5 ml de NaOH 0,2 M e a absorção foi medida a um comprimento de 
onda de 405 nm. Paralelamente, e nas mesmas condições de ensaio, 
efectuaram-se os brancos de enzima e do substrato. 
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O coeficiente de absorção molar (£) para o p-nitrofenol, nes tas 
condições, é de 18,5 cm^mM"1 (Walter e Schutt, 1974). 

3.2.d.2. Fosfátase ácida (EC 3.1.3.2) 

Para o volume final de 0,5 ml, a mistura de reacção era constituída 
por 50 mM de tampão de succinate de sódio, ajustado a pH 3,9, 5 mM de 
MgCl2, 2,5 mM de p-nitrofenilfosfato e fracção enzimática. Em paralelo, e 
nas mesmas condições, efectuaram-se os brancos de enzima e da mistura 
de reacção. A mistura de reacção foi incubada à temperatura de 3TC por 
um período de 30 minutos, ao fim dos quais, a reacção foi parada pela 
adição de 0,8 ml de NaOH 0.2M. Os valores de absorção foram lidos a 405 
nm. 

3.2.d.3. Catálase (EC 1.11.1.6) 

A mistura de reacção utilizada continha para um volume final de 1,0 
ml, 50 mM de tampão fosfato de sódio (pH 7.0), 10 mM de peróxido de 
hidrogénio e fracção enzimática. A adição do peróxido de hidrogénio 
(substrato) à mistura de reacção determinava o início da reacção, medindo-
se, à temperatura ambiente, a diminuição da absorção em função do 
tempo, a 240 nm. (£= 39,4 cm^mM"1 (Aebi, 1983)). 

O substrato da reacção foi preparado extemporaneamente, em tampão 
de fosfato de sódio 50 mM, ajustado a pH 7,0, e 0,05 mM de EDTA, a uma 
concentração final de 0,3 M. 

3.2.d.4. Adenosina desamínase (EC 3.5.4.4) 

A mistura de reacção continha 50 mM de Tris, HC1 (pH 7.5), 0,05 mM 
de adenosina, e fracção enzimática, num volume final de 1,0 ml. 

A determinação da actividade da enzima efectuou-se medindo a 
diminuição de absorção a 265 nm em função do tempo (£=-8,6 cm^mM" 1 

(Agarwal e Parks, 1978)). 

3.2.d.5. Piruvato cínase (EC 2.7.1.40) 

A mistura de reacção continha, para um volume final de 2,0 ml, 50 
mM de Tris, HC1 (pH 7.5), 5 mM de MgCl2, 0,15 mM de NADH + H+, 2 mM 
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de fosfoenolpiruvato, 2,5 mM de ADP, 0,2 U de lactato desidrogénase de 
músculo de vitela e de fracção enzimática. 

A determinação da actividade da enzima efectuou-se medindo a 
diminuição de absorção do NADH + H+, a 340 nm (£= 6,2 cm^mM" 1 ) em 
função do tempo. 

3.2.d.6. Lactacto Desidrogénase (EC 1.1.1.28) 

A mistura de reacção continha 50 mM de Tris, HC1 (pH 7,5), 0,15 mM 
de NADH + H+ , 1 mM de piruvato e fracção enzimática num volume final 
de 2,0 ml. A determinação da actividade da enzima efectuou-se medindo a 
diminuição de absorção do NADH + H+, a 340 nm em função do tempo. 

3.2.e. Separação de nucleótidos 

3.2.e.l. Por cromatografia liquida de alta resolução (HPLC) 

Utilizaram-se colunas Hypersil ODS (Cl8) da Hewlett-Packard de 5 [im 
de diâmetro de partícula, protegidas por pré-colunas igualmente de 
Hypersil ODS (Cl8) mas de dimensões inferiores. Com estas colunas 
utilizou-se um cromatógrafo acoplado a um computador. Estas colunas 
Hypersil ODS são colunas de fase reversa que se comportam como se 
fossem co lunas de troca-iónica na p resença de b rometo de 
tetrabutilamónio (TBA) no tampão de eluição. 

Antes de se proceder à separação cromatográfica, as colunas foram 
equilibradas com a solução tampão inicial. Para isso, as colunas lavaram-
se sucessivamente com cerca de 5 volumes de uma solução tampão de 5 
mM de fosfato de sódio, pH 7,0, em 20 mM de TBA e 20% de metanol, (a 
seguir designado por solução tampão de equilibrio), 5 volumes de solução 
tampão de 100 mM fosfato de sódio, pH 7,0, em 20 mM de TBA e 20% de 
metanol, e finalmente com 5 volumes da mesma solução tampão de 
equilibrio. Em seguida 0,050 ml das amostras a ensaiar, previamente 
filtradas por filtros Millipore HAWP, injectaram-se na coluna de Hypersil 
ODS (4,6 x 100 mm ou 2,1 x 100 mm) previamente equilibrada, de acordo 
com o descrito anteriormente. De referir que, à semelhança das amostras 
em ensaio, todas as fases móveis antes de serem utilizadas foram, 
igualmente, filtradas por este tipo de filtros ou por filtros Millipore HVLP 
(se continham metanol). 
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A amostra foi eluída a um fluxo constante de 0,5 ml/min, mediante 
um gradiente linear de 20 minutos de fosfato de sódio (5-30 mM), em 20 
mM de TBA e 20% de metanol, seguido de um segundo gradiente, 
igualmente linear, mas de 10 minutos de fosfato de sódio (30-100 mM) em 
20 mM de TBA e 20% de metanol. A eluição das colunas e respectivo 
traçado do seu pefil cromatográfico foi acompanhada passo a passo 
mediante a visualização das variações da absorção a um comprimento de 
onda de 260 nm, no qual todos os (di)nucleótidos(sidos) ou respectivas 
bases absorvem. 

Os picos obtidos nos cromatogramas foram caracterizados (i) pela 
determinação dos seus tempos de retenção na coluna e também, (ii) pela 
comparação do seu espectro na zona do ultravioleta com espectros 
característicos existentes em memória computorizada. Do mesmo modo, a 
par t i r das á r ea s dos picos do cromatograma quant i f icaram-se 
nucleótidos(sidos) ou respectivas bases presentes na mistura (i) utilizando 
curvas de calibração realizadas com concentrações conhecidas do 
(di)nucleótido(ósido) ou correspondentes base(s), nas mesmas condições 
cromatográficas, ou (ii) em termos percentuais, exprimindo a área de cada 
pico em função da área global correspondente à totalidade dos picos 
cromatográficos formados. 

3.2.e.2. Por cromatografia em camada delgada (TLC) 

Neste tipo de cromatografia util izaram-se placas p repa radas 
comercialmente de celulose de fosfoetilenimina (PEI-celulose). Estas placas 
(20 x 20 cm), são constituídas por um suporte plástico flexível sobre o qual 
se estende uma camada de celulose, com a espessura de 0,1 mm, contendo 
um indicador de fluorescência. Antes de serem utilizadas as placas foram 
lavadas uma vez mediante eluição de forma ascendente com uma solução 
de NaCl a 10%. Em seguida, as placas foram submetidas a 3 lavagens, em 
condições idênticas às anteriores, com água destilada. Finalmente, as 
placas foram secas com o auxílio de uma corrente de ar quente ou, então, 
deixadas ao ar devidamente protegidas. Antes de serem usadas, a partir de 
uma distância de cerca de 2 cm de cada uma das extremidade das placas 
cromatográficas, marcaram-se os locais de aplicação das amostras em 
estudo intervaladas por uma distância mínima de 1,5 cm. 

Aplicaram-se, normalmente, alíquotas de 3 a 4 |il das mis turas de 
reacção nas placas cromatográficas. No caso da utilização de material 
radioactivo, antes de se proceder à eluição da placa, aplicou-se no ponto de 
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aplicação das amostras igual volume de material não radioactivo com o fim 
de melhor visualisar e identificar o produto formado sem interferir na 
contagem da radioactividade A aplicação de cada alíquota efectuou-se sob 
uma corrente de ar quente e em pequenas quantidades (cerca de 1 fil de 
cada vez) com o objectivo de secar muito bem a mancha formada, evitando 
assim uma grande dispersão da mesma no ponto de aplicação. Uma vez 
aplicadas as ali quotas, as placas de cromatografia foram eluídas com água 
destilada até que a frente do eluente percorresse uma distância de 
aproximadamente 10 cm desde o ponto de aplicação. 

Terminada a eluição, as placas foram secas e procedeu-se à localização 
das m a n c h a s dos nucleósidos(tidos) na placa de cromatografia 
aproveitando as capacidades que possuem de anular a fluorescência da 
placa à luz de UV (254 nm). Uma vez localizadas, recortaram-se em 
pequenos quadrados que se introduziram em recipientes próprios, 
contendo líquido de cintilação para sua quantificação, mediante 
determinação da respectiva radioactividade. De acordo com esta 
metodologia, os nucleósidos monofosfatos ficam retidos no ponto de 
aplicação das amostras enquanto que os nucleósidos migram apresentando 
valores de Rf de 0,34. 

Em alguns casos, quando o isótopo utilizado era 14C, utilizou-se um 
aparelho (analisador linear de radioactividade) que permitia quantificar as 
radiações emitidas pelos compostos radioactivos a partir da própria placa. 
A leitura da radiação das placas efectuava-se de uma forma automática 
permitindo a quantificação da radioactividade de cada pico, bem como da 
radioactividade total por integração dos picos do cromatograma. 

3.2.f. S ín tese específica e purificação de he te rod inuc leós idos 
polifosfatos 

A mistura reaccional utilizada na síntese deste tipo de compostos 
continha, para um volume final de 1 ml, 50 mM de tampão Hepes, KOH 
(pH 7,5), 5 mM de MgCl2, 0,1 % de BSA, 0,1 mM de D-luciferina, 1 U de 
pirofosfátase inorgânica, 0,33 mg de luciférase e concentrações 
equimoleculares de ATP[yS] e nucleósidos trifosfato (NTP). O período de 
incubação foi de 24 horas à temperatura de 30°C. Alíquotas de 0,005 ml 
foram recolhidas, convenientemente diluídas e analisadas por HPLC para 
quantificar a formação do(s) dinucleótido(s). Uma vez terminada a reacção 
de síntese do(s) dinucleósido(s) polifosfatos, as misturas de ensaio foram 
incubadas a 37°C, durante um período de 2 horas, na presença de 5 U de 
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fosfatase alcalina. Em seguida colocaram-se em banho maria fervente 
durante 90 segundos com o fim de desnaturar a proteína presente. 

A purificação dos distintos nucleótidos sintetizados foi efectuda 
mediante a utilização de uma coluna Mono Q HR 5 /5 [Fig. 4 A). 

Antes de se proceder à separação cromatográfica, a coluna foi 
equilibrada com 10 ml de uma solução tampão de 0,17 M de bicarbonato 
de amónio, pH 8,7 (solução tampão de equilíbrio), seguida de nova lavagem 
de 10 ml de uma solução-tampão de 1,0 M de bicarbonato de amónio, pH 
8,7 e, para terminar, novamente com a solução tampão de equilibrio (10 
ml). 

Em seguida 0,50 ml de amostra, previamente filtrada por filtros 
Millipore HAWP, foram injectados na coluna. A eluição efectuou-se a um 
fluxo constante de 1,0 ml/min, mediante a aplicação de um gradiente 
linear de 30 minutos de bicarbonato de amónio (0,17 M - 1,0 M) a pH de 
8,7, seguida de uma eluição isocrática de 20 minutos de bicarbonato de 
amónio 1 M e ao mesmo valor de pH, tendo sido recolhidas fracções de 1 
ml. O perfil cromatográfico foi acompanhado passo a passo mediante a 
visualização das variações da absorção a um comprimento de onda de 260 
nm. As fracções que continham o(s) heteronucleótido(s) foram reunidas, 
liofilizadas à secura, ressuspendidas num pequeno volume de água 
dest i lada e novamente liofilizadas para eliminar completamente o 
bicarbonato de amónio. 

Para se comprovar o grau de purificação dos nucleótidos obtidos, 
alíquotas das fracções, após ressuspenção dos respectivos liofilizados, 
foram analisadas por HPLC, utilizando uma coluna Hypersil ODS (C18) 
[Fig. 4 B), como se refere no ponto 3.2.e.l. A Fig. 4 representa os perfis 
cromatográficos do processo de síntese de Ap4G (caso exemplificativo). 

3.2.g. Separação cromatográfica de polifosfatos, recuperação e 
quantificação. 

Utilizou-se uma coluna de DEAE-celulose de 5 ml equilibrada com 
uma solução tampão de 0,1 M de bicarbonato de amónio (pH 8,0). Após 
aplicação de quantidades adequadas dos polifosfatos em estudo, a coluna 
foi eluída com um gradiente de concentração em bicarbonato de amónio 
(pH 8,0) de 0,1 M a 0,4 M (para análise dos compostos Pi, PPj, P3, P4 e P5) e 
de 0,1 M a 0,8 M (para análise dos polifosfatos comerciais, P15 e P35). O 
fluxo de eluição foi de 20-30 ml/h, recolhendo-se fracções de 2 ml. 
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Fig. 4 . S í n t e s e d e AP4G a p a r t i r de ATPfyS] e de GTP. 

A. Perfil cromatográfico resultante da aplicação de uma alíquota de 0.5 ml da 
mistura de reacção para a síntese de AP4G, depois de t ra tada com fosfátase 
alcalina, na coluna de Mono Q eluída como se descreve no texto. B. Perfil 
cromatográfico resultante da aplicação de uma aliquota contendo AP4G purificado, 
numa coluna de Hypersil ODS (C18), eluída de acordo com o descrito em 3.2.e.l . 
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A análise qualitativa e quantitativa dos compostos resul tantes do 
fraccionamento cromatográfico, foi efectuada mediante a adição de 1 mM 
de MgCl2 e 1,7 U de fosfátase alcalina a uma alíquota de cada uma das 
fracções recolhidas, com o fim de hidrolisar todos os fosfatos. Após 
incubação a 37°C durante 60 minutos, determinou-se o Pi formado 
(Material e Métodos). Alternativamente, a hidrólise dos fosfatos foi 
conseguida med ian t e a incubação de a l íquotas d a s fracções, 
suplementadas com ácida sulfúrico à concentração final de 0,5 M, a 100°C, 
durante 15 min, determinando-se o Pi formado de igual maneira. 

As fracções pretendidas foram reunidas e liofilizadas. Após serem 
novamente ressuspendidas em 1 ml de água, foram sujeitas a liofilização, 
sendo o liofilizado retomado em 0,2 ml de água destilada. A concentração 
molar de cada preparação foi determinada a partir da quantidade de Pi 
total determinado, e do número de fosfatos estimado em cada cadeia para 
cada composto. 

3.2.h. Centrifugação em gradiente de sacarose 

Em solução tampão de TSE prepararam-se duas soluções de sacarose 
de concentrações diferentes, respectivamente, 5 e 20%. 

Em tubo de centrifuga apropriado, depositaram-se primeiramente 5,6 
ml da solução mais concentrada em sacarose. Em seguida, e sobre esta, 
adicionaram-se outros 5,6 ml da solução de sacarose a 5% com o máximo 
cuidado para evitar misturar as duas soluções. O tubo foi tapado e 
colocado, lenta e cuidadosamente, em posição horizontal pelo período de 4 
a 5 horas à temperatura ambiente para se formar o gradiente contínuo. 
Antes da sua utilização, os gradientes foram deixados em repouso a 4°C. 

Quantidades apropriadas de amostra (cerca de 0,2 ml) foram aplicadas 
na superfície do gradiente, sendo este, em seguida centrifugado a 38 000 x 
g durante 17 horas, numa ultracentrifuga refrigerada, utilizando rotor 
basculante SW-41, à temperatura de 2 °C. Terminada a centrifugação, e 
por aspiração desde a superfície dos tubos com auxílio de um fraccionador 
automático de gradientes, foram recolhidas fracções de 7 gotas (cerca de 
0,3 ml). 

Como marcadores de peso molecular utilizaram-se a catálase de figado 
de vitela (EC. 1.11.1.6.) e a adenosina desamínase (EC.3.5.4.4). Uma 
alíquota de 0,02 ml da mistura destas duas enzimas de peso molecular 
conhecido, respectivamente 240 kDa e 38 kDa, foram adicionadas à 
superfície do gradiente simultaneamente com a amostra. 
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A massa molecular da enzima 5'-nucleotidase IMP/GMP específica foi 
determinada tendo como base a fórmula proposta por Martin y Ames 
(1961), que relaciona os valores de S20,w com as massas moleculares das 
proteínas problema e padrão, segundo, 

S20,w (px)/S 20,w (pp) = (MM (px)/MM (pp)) 2 / 3 

representando, MM, a massa molecular, (px), a proteína problema e (pp), a 
proteína padrão. 

Se o volume das fracções recolhidas for suficientemente homogéneo, as 
distâncias percorridas pelas proteínas no gradiente podem ser substituídas 
pelo número de fracções. A distância de uma proteína pode, então, ser 
descrita como o número da fracção a que corresponde o máximo de 
actividade enzimática, podendo a fórmula de cálculo reescrever-se, de 
acordo com 

MM (px) = MM (pp) x [dis tância (px)/ d i s t â n c i a (pp)] 3 / 2 

3.2.L Métodos de concentração das amostras 

Por vezes, dados os seus baixos teores em proteínas, a lgumas 
amostras , nomeadamente as provenientes da etapa 4 do processo de 
purif icação, foram sujei tas a processos de concen t ração e / o u 
dessal inização. Es tas técnicas de concentração foram ut i l izadas, 
normalmente, como etapas prévias quer na quantificação das proteínas, 
quer na preparação da(s) amostra(s) para electroforese. 

3.2.1.1. Concentradores de membrana 

Utilizaram-se concentradores Vivaspin 500 descartáveis de tipo 50000 
MW (Vivascience), ou concentradores Microcon 50 (Amicon), ambos com 
uma capacidade máxima de 0,5 ml. O protocolo utilizado, com este tipo de 
dispositivo concentrador era muito simples consistindo apenas na 
centrifugação de 0,5 ml da amostra a concentrar, a 15 000 x g, durante 15 
minutos e a 4°C (o volume mínimo residual está situado entre 5 e 15 jal). 

Para volumes superiores até 15 ml utilizaram-se os concentradores 
Centr ip lus 50 (Amicon). O protocolo seguido, com este tipo de 
concentrador consistiu na centrifugação, à temperatura de 4°C, de um 
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volume de amostra adequado, não superior a 15 ml, a 3 000 x g, durante 
um período de tempo variável em função do volume inicial da amostra 
(para 15 ml de volume inicial o período de centrifugação é de 40 a 45 
minutos). O volume final da amostra (o volume mínimo residual é da 
ordem dos 0,5 ml) é por sua vez recuperado por transferência do 
reservatório de concentração para o reservatório de recuperação através de 
uma nova centrifugação de 3 a 4 minutos a 2 000 x g. 

3.2.Í.2. Sacarose 

O material a concentrar era introduzido em manga de diálise, sendo 
em seguida totalmente submergida em sacarose sólida, por períodos 
convenientes, normalmente de 30 minutos. Uma vez absorvidas as 
quantidades de liquido pretendidas, a manga de diálise era submetida a 
uma diálise contra cerca de 1000 vezes o seu volume do tampão desejado. 

3.2.Í.3. Precipitação com ácido tricloroacético 

De acordo com esta metodologia, as proteínas de uma determinada 
amostra eram precipitadas pela adição de ácido tricloroacético até uma 
concentração final de 10%. A suspensão era imediatamente agitada e 
deixada em repouso por um período de 12 horas à temperatura de 4oC. O 
precipitado formado era então lavado com uma mistura em partes iguais de 
etanol absoluto e éter, centrifugado, sendo o sobrenadante rejeitado por 
decantação. Este processo era efectuado, pelo menos, duas vezes. Em 
seguida o precipitado proteico era lavado com éter frio, decantado, sendo o 
éter residual evaporado com o auxílio de uma corrente de ar quente. Todo 
este processo era efectuado em câmara fria à temperatura de 4°C para 
evitar a evaporação dos reagentes. 

3.2. j . Troca de tampão por cromatografia em coluna de Sephadex 
G-25 

Um dos processos utilizados na eliminação de compostos de baixo 
valor de massa molecular, part icularmente na dessalinização das 
amostras, na troca e/ou eliminação de tampão das mesmas, foi o recurso a 
colunas de filtração por gel - coluna PD 10 (1,5 x 5 cm) - constituída por 
Sephadex G-25. A coluna era previamente equilibrada com cerca de 3 vezes 
o seu volume com o tampão final pretendido. Uma vez terminado este 
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passo, um volume máximo de 2,5 ml de amostra era aplicado na coluna, 
procedendo-se em seguida à sua eluição com o tampão utilizado no 
equilíbrio da mesma. Os primeiros 2,5 ml eluídos eram regeitados, 
recolhendo-se os 3,5 ml seguintes. A diluição da amostra final era de 1,4 
vezes. 

Estes 3,5 ml recolhidos contêm os constituintes da amost ra em 
estudo com excepção daqueles com menor valor de massa molecular que 
eluem mais tarde. 

Como o volume máximo aplicável é de 2,5 ml, nos casos em que o 
volume de amostra a utilizar é menor torna-se necessário ajustar o seu 
volume. Do mesmo modo, quando o volume da amostra é superior fazem-
se sucessivas aplicações de 2,5 ml, lavando depois de cada aplicação, pelo 
menos, com um volume de solução tampão de equilibrio para eliminar os 
sais presentes no tampão de amostra. 

3.2.k. Electroforese em gel de poliacrilamida 

O perfil electroforético de proteínas das amostras em estudo foi obtido 
median te electroforese em gel de poliacrilamida na p resença de 
dodecilsulfato de sódio (SDS), de acordo com o procedimento descrito por 
Laemmli (1970). 

A electroforese realizou-se em placas de vidro apropriadas (10 x 10 x 
0,15 cm), com 5 cm de gel separador de poliacrilamida a 12% (pH 8,8) e 2 
cm de gel concentrador, igualmente de poliacrilamida mas a 4% (pH 6,8). A 
solução tampão de electroforese era constituída por Tris (25 mM), glicina 
(192 mM) e SDS 0,1% (p/v). 

Às amostras em estudo adicionaram-se quantidades adequadas de 
tampão de amostra constituído por 65 mM de Tris, HC1, pH 6,8, 10% de 
glicerol (p/v), 2% SDS e 0,1% (p/v) de azul de bromofenol, bem como, por 
ditiotreitol (DTT) na concentração final de 60 mM. Em seguida, 
submeteram-se as amostras a aquecimento em banho maria fervente por 5 
minutos, ao fim dos quais se colocaram imediatamente em gelo pelo 
período de 2 minutos. Foram centrifugadas a 13 000 rpm durante 1 min e 
aplicadas no gel. A electroforese decorreu sob uma corrente de 30 mA (200 
V), pelo período de cerca de uma hora e à tempera tura ambiente. 
Paralelamente, e nas mesmas condições, preparou-se uma solução padrão 
de proteínas constituídas por Fosforílase b (97,4 kDa), albumina sérica 
(66,2 kDa), ovoalbulmina (45,0 kDa), anídrase carbónica (31,0 kDa), 
inibidor da tripsina (21,5 kDa) e a lisozima (14,4 kDa). 
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Após electroforese a detecção e visualização das bandas de proteínas 
foi efectuada por dois processos de coloração diferentes de acordo com os 
objectivos propostos: 

(i) Coloração com o Azul Brilhante de Comassie (Comassie Brillant 
Blue R 250), segundo o protocolo descrito por Fairbanks e col. (1971). 

(ii) Coloração pelo nitrato de prata, de acordo com o protocolo descrito 
por Merril (1981). 

3.2.1. Determinação de proteínas 

A quantificação das proteínas efectuou-se mediante a aplicação do 
método colorimétrico, proposto por Bradford (1976) utilizando o reagente 
de Bradford (Comassie Brillant Blue G-250) e como proteína padrão a 
albumina sérica bovina (BSA). Estes ensaios efectuaram-se sempre em 
duplicado e com pelo menos duas quantidades diferentes de amostra. 

Em ensaios preliminares para determinação do volume de amostra 
apropriado para o método de Bradford procedeu-se à medição da 
absorvância da amostra a 280 nm e a 260 nm, determinando-se, assim o 
correspondente teor em proteínas, de acordo com Stoscheck (1990). No 
traçado dos perfis de eluíção cromatográficos de proteínas utilizou-se, 
simplesmente, a medição da absorção a 280 nm. 

3.2.m. Determinação da concentração das soluções de nucleót idos 

As soluções de nucleótidos efectuaram-se mediante dissolução em 
água de quantidades adequadas de cada (di)nucleótido(sido) obtidas por 
pesagem. Uma vez obtidas estas soluções as molaridades de cada uma 
delas foi confirmada por absorção, conhecidos os respectivos valores de 
coeficiente de extinção molar a determinado comprimento de onda 
correspondente ao seu máximo de absorção a pH 7,0 (Dunn e Hall, 1968; 
Holler e col., 1983). 

3.2.n. Preparação de Cibacron Blue F3G-A Sepharose 4B 

O cibacron blue F3G-A Sepharose 4B preparou-se de acordo com o 
protocolo modificado proposto por Bõhme e col. (1972), q u e 
essencialmente se traduz na substituição da resina de Sephadex G-200, 
por ele utilizada, por Sepharose 4B. 
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O primeiro passo consistiu na obtenção de um gel de Sepharose 4B 
mediante a diluição de 100 ml de Sepharose 4B em 1000 ml de água 
dest i lada. Uma vez formada esta suspensão procedeu-se ao seu 
aquecimento em banho maria a 60°C. 

Paralelamente, dissolveu-se em 30 ml de água destilada 1 g de 
Cibacron-Blue F3G-A e adicionou-se ao gel de Sepharose 4B gota a gota 
sob agitação suave e constante. Uma vez adicionado todo o corante a 
solução foi mantida em contínua e lenta agitação por mais 15 minutos. 

Em seguida adicionaram-se 45 g de NaCl sob agitação contínua por 
mais 30 minutos . Terminado este período de tempo elevou-se a 
temperatura da mistura até 71°C, sempre com agitação contínua, de forma 
a evitar a liquefacção do gel uma vez que a sua temperatura de fusão é de 
75°C. Em seguida adicionou-se 4 g de carbonato de sódio (Na2C03) 
mantendo-se a temperatura e a agitação constantes por mais 90 minutos. 
Ao fim deste período deixou-se arrefecer esta suspensão à temperatura 
ambiente sem agitação. Eliminou-se o excesso de corante não ligado à 
Sepharose 4B mediante uma filtração por funil de Bûchner. Esta filtração 
foi efectuada com cuidado de modo a evitar uma possível ruptura do gel. 

O gel foi continuamente lavado até se verificar ausência de coloração 
das soluções de lavagem e guardado em 0,02 % de azida sódica até ao 
momento de emprego. 



4. Resultados e Discussão 
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4 . 1 . Pu r i f i cação e p r o p r i e d a d e s da 5 ' - n u c l e o t í d a s e c i t o s ó l i c a 
I M P / G M P espec í f i ca 

4.1.a. Estudos preliminares 

Antes de se estabelecer o protocolo mais adequado para a purificação 
da 5'-nucleotídase activada por Ap4A realizaram-se uma série de provas 
que incluíam, principalmente, fraccionamento proteico com sulfato de 
amónio, cromatografia de troca-iónica e cromatografia de afinidade. 
Apresentar-se-á, em seguida, um breve resumo destacando os resultados 
mais importantes. 

4 .1 .a . l . Actividades nucleotidásicas no cérebro de rato. Evidência da 
existência da enzima 5'-nucleotídase activada por Ap4A no cérebro de rato. 

Franco e col. (1981) descreveram a presença, no cérebro de rato, de 
uma 5'-nucleotidase solúvel possuindo como substrato preferencial o AMP 
(Km = 24 |iM), seguido de IMP (Km = 110 îM) e de GMP (Km = 220 ^M), cuja 
actividade não era dependente da presença de iões Mg2+. 

Posteriormente, o mesmo grupo de trabalho (Centelles e col., 1986) 
encontraram que as 5'-nucleotidases solúvel e membranar de cérebro de 
rato eram cineticamente indistinguíveis, caracterizando-se por possuírem 
valores similares de Km e de K\ para o AMP e ADP, respectivamente. Outra 
característica muito particular destas nucleotidases era a sua inibição 
irreversível por EDTA (Mallol e Bozal, 1983). 

Ao iniciar o estudo sobre as 5'-nucleotídases de cérebro de rato 
propôs-se verificar a existência, para além da enzima 5'-nucleotídase 
solúvel acima descrita e inibida por nucleósidos tri- e difosfatos, da 5'-
nucleotídase solúvel, estimulada pelo ATP, AP4A e por 2,3-difosfoglicerato e 
dependente da presença de iões Mg2+, descrita em outros tecidos estudados 
(Itoh e col., 1967; Itoh, 1981; Itoh e Oka, 1985; Pinto e col., 1986, 1987; 
Bontempsecol. , 1988, 1989a,b; Spychala e col., 1988, 1989; Le Hir, 1991). 

A existência da enzima 5'-nucleotidase activada por Ap4A no cérebro 
de rato foi posta em evidência através do estudo cromatográfico de um 
homogeneizado celular em coluna de Sephacryl S-300. Alíquotas das 
distintas fracções obtidas foram suplementadas com EDTA e incubadas a 
4°C, duran te 18 horas, com o fim de inactivar a 5 '-nucleotídase 
previamente descrita (Franco e col., 1981; Mallol e Bozal, 1983). Após este 
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tempo, determinaram-se, em paralelo, as actividades enzimáticas sobre o 
AMP, IMP e IMP na presença de Ap4A como efector, nas fracções pre-
incubadas na presença de EDTA e nas mesmas fracções mant idas em 
idênticas condições de incubação mas sem EDTA. 

Os resultados obtidos encontram-se detalhados na Fig. 5. 
Na parte A da Figura (fracções não incubadas com EDTA) observa-se 

um pico de actividade hidrolítica sobre o AMP (0,5 raM) cujo máximo 
corresponde à fracção 71 . Com o IMP (0,5 mM) como subs t ra to , a 
actividade foi algo menor apesar do seu perfil de actividade ser muito 
parecido ao obtido em presença de AMP. A actividade sobre o IMP não se 
alterou significativamente em presença Ap4A. Na parte B da mesma Figura 
(resultados obtidos pela determinação em simultâneo das actividades 
enzimáticas nas fracções com e sem pré-incubação com EDTA), verifica-se 
ao pré-incubar com EDTA), (i) uma grande diminuição da actividade 
enzimática sobre o IMP, (ii) uma forte activação pelo Ap4A, e (iii) um 
deslocamento, neste último caso, do máximo de actividade três fracções 
para a direita. 

Estes resultados apontam claramente para a existência de, pelo 
menos, duas actividades 5'-nucleotidásicas solúveis no cérebro de rato: 

(i) A primeira, eluindo em fracções correspondentes a um peso 
molecular mais elevado e que poderia tratar-se da 5'-nucleotídase já 
descrita. 

(ii) A segunda, activada pelo Ap4A, de massa molecular algo menor e 
que deveria corresponder à 5'-nucleotidase IMP/GMP específica, descrita 
em outros tecidos. 

Assumindo que o Ap4A estimula a 5'-nucleotídase purificada, em, 
aproximadamente, 6 vezes, calculou-se a partir da actividade verificada na 
ausência e na presença de Ap4A, que nas fracções não tratadas com EDTA, 
apenas, cerca de 10% da actividade hidrolítica total sobre o IMP, poderia 
corresponder á enzima IMP/GMP específica. 

4.1.a.2. Fraccionamento com sulfato de amónio. 

Segundo os dados bibliográficos da enzima purificada a partir de 
outras fontes, a actividade 5'-nucleotidásica precipita, na sua maior parte, 
na presença de 45% de saturação de sulfato de amónio. 

Com o fim de comprovar se no cérebro de rato, o comportamento era 
similar, procedeu-se ao fraccionamento de um homogeneizado de cérebro 
em THE, obtido como se descreve em Material e Métodos, com sulfato de 
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F i g . 5 . A c t i v i d a d e s n u c l e o t i d á s i c a s n o c é r e b r o d e r a t o . 

N u m a c o l u n a de Sephac ry l S-300 (2 x 100 cm), equi l ib rada e m TS. 
ap l i ca ram-se 6.5 m l de u m precipi tado com sulfato de amónio a té 7 0 % de 
sa tu ração , proveniente de u m homogeneizado cerebral de rato. Após aplicação 
da amos t r a a co luna foi eluída a u m fluxo de 5 m l / h com TS, sendo recolhidas 
fracções de 2,5 ml. 

E m A, as ac t iv idades sobre o AMP (A) e o IMP (ambos n a concen t r ação 
final de 0,5 mM) n a presença (•) e n a ausência (o) de AP4A foram de t e rminadas 
pela quant i f icação do Pi formado (Material e Métodos). O perfil proteico (a 
t racejado) foi d e t e r m i n a d o pela absorção a 280 n m . E m B, a l íquo ta s d a s 
fracções obt idas foram i n c u b a d a s 18 horas a 4°C n a presença (circulos) e n a 
a u s ê n c i a (quadrados) de EDTA (concentração final de 1 mM). E m a m b o s os 
casos as ac t iv idades foram de t e rminadas em paralelo sobre IMP (2 mM) n a 
presença (negro) e n a ausênc ia (branco) de Ap4A como o descrito em A. 
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amónio de 0-45 % e de 45-65 %. Nos precipitados obtidos determinou-se os 
seus teores em proteínas e a suas actividades 5'-nucleotidásicas. 

Como se pode observar, os resultados obtidos [Tabela 1) apontam no 
sentido da enzima precipitar preferencialmente no intervalo de saturação 
entre 0 e 45% e ter uma precipitação inferior a 10% do total recuperado, 
quando o intervalo de saturação em sulfato de amónio está comprendido 
entre os 45 e os 65%. Deste modo, pareceu mais conveniente sacrificar os 
cerca de 10% de actividade e utilizar para a purificação da enzima o 
precipitado de proteínas obtido no intervalo de 0 a 45% de saturação, onde 
a actividade específica é superior. 

Tabela 1. F racc ionamen to da act ividade 5 ' -nucleot idás ica de 
cérebro de ra to , com sulfato de amónio. 

Sulfato de 
amónio 

Actividade 
total 

Proteínas 
to ta is 

Actividade 
específica 

(%) (mil) (mg) (mU/mg) 

0-45 307 33,0 9,3 

45-65 32 18,8 1,7 

A determinação da actividade enzimática foi efectuada após diálise dos respectivos 
precipitados, frente a TSE, quantificando o Pi formado, usando como substrato o IMP (2 
mM) na presença de Ap4A (0,050 mM), segundo as condições descritas em Material e 
Métodos. Na determinação da concentração em proteínas utilizou-se o método de Bradford 
(1976). 

4.1.a.3. Cromatografia em coluna de fosfocelulose. 

A aplicação da cromatografia com uma resina de fosfocelulose, ao 
processo de purificação da enzima em estudo, deveu-se ao facto de a 
mesma ter sido utilizada por outros autores com bom rendimento na 
purificação da mesma enzima a partir de outros tecidos (Naito e Tsushima, 
1976; Itoh, 1981; Carson e Wasson, 1982; Itoh e Oka, 1985; Spychala e 
col., 1988; Truong e col., 1988; Itoh e Yamada, 1990; Le Hir, 1991). 
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Num dos primeiros ensaios efectuados, nas condições descritas na 
Fig. 6, obteve-se um perfil cromatográfico que punha em evidência a 
existência de dois picos de actividade nucleotidásica sobre o IMP, eluíndo 
o primeiro com o excluído da coluna cromatográfica, e o segundo, aquando 
a aplicação do gradiente linear de NaCl. A distribuição percentual da 
actividade enzimática recuperada sobre o IMP nos picos excluído e eluído 
com o gradiente de NaCl era de, respectivamente, 52 % e 48 %. 

Observou-se, igualmente, que às razões entre as actividades 
fosfatásicas sobre o IMP na presença e na ausência de 0,050 raM de AP4A, 
correspondiam, para o primeiro e para o segundo picos, valores de, 
respectivamente, 2,8 e 6,0. Estes dados, sugerem a co-eluição no excluído 
de actividades fosfatásicas não estimuladas pelo Ap4A, dando lugar, como 
se observa na Fig. 6, a que os picos máximos de actividade para o IMP na 
presença e na ausência de Ap4A não sejam coincidentes. 

Os resultados obtidos, indicam, por um lado, a existência de mais que 
uma actividade nucleotidásica na fracção de 45 % de sulfato de amónio e, 
por outro, a actividade 5'-nucleotidásica activada pelo Ap4A elui, 
principalmente, durante a aplicação do gradiente de NaCl, se bem que 
parte se recupere no excluído da coluna. 

Com o fim de esclarecer se a actividade 5'-nucleotidásica estimulada 
pelo Ap4A que se recupera no excluído podia ser atr ibuída a uma 
sobrecarga da coluna, procedeu-se à repetição do ensaio, duplicando o 
volume da coluna e variando as condições de eluição, já que, neste caso, 
depois de eluir a amostra com a solução tampão de equilíbrio, se eluiu 
com uma solução tampão de TSE, suplementada com 0,2 M de NaCl, antes 
da aplicação do gradiente de 0,2 a 0,8 M em NaCl na mesma solução 
tampão de TSE. 

Nestas condições de eluição observam-se três picos de actividade 
nucleotidásica [Fig. 7), eluindo o (i) primeiro, com o excluído da coluna 
cromatográfica, (ii) o segundo, quando a eluição se processa com a solução 
tampão de TSE suplementada com 0,2 M de NaCl e (iii) o terceiro quando 
a eluição é realizada mediante a utilização de um gradiente contínuo de 
NaCl (0,2 a 0,8 M). 

A distribuição percentual da actividade enzimática recuperada sobre o 
IMP em presença de Ap4A nos picos I, II e III foram de, respectivamente, 
42%, 14% e 44%. As razões entre as actividades nucleotidásicas sobre o 
IMP determinadas na presença e na ausência de 0,050 mM de AP4A foi de 
1,5, 3,6 e 5,7 para os picos I, II e III, respectivamente. O aumento para o 
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Fig. 6 . C roma tog ra f i a e m co luna de fosfocelulose (8 ml) . 

A uma coluna de fosfocelulose de 8 ml, equilibrada com uma solução de TSE 
suplementado com 0,2 M de NaCl aplicaram-se 3,2 ml (28,2 mg de proteína) da 
fracção de 45 % de sulfato de amónio (proveniente de homogeneizado de cérebro 
de rato). A coluna foi lavada com uma solução tampão de TSE de equilíbrio (40 ml) 
e eluída por um gradiente de 40 ml de NaCl de 0,2 a 0,8M (--+--) na mesma 
solução tampão. A eluição decorreu a um fluxo constante de 35-40 m l / h e o 
volume das fracções recolhidas foi de 1,2 ml. A actividade nucleotidásica foi 
determinada pela quantificação do Pi formado (Material e Métodos), utilizando o IMP 
(círculo) e o AMP (triângulo) como substratos (2 mM) na presença (a negro) e na 
ausência (a branco) de Ap4A (0,050 mM). O perfil proteico (tracejado) foi 
determinado a 280 nm. 
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Fig . 7 . Cromatogra f i a e m c o l u n a de fosfocelulose (17 ml) . 

A uma coluna de coluna de fosfocelulose de 17 ml (5,5 x 2,0 cm), equilibrada 
com solução tampão de TSE aplicaram-se 3,4 ml (25,7 mg de proteína) da fracção 
de 45 % de sulfato de amónio. A eluíção decorreu, sucessivamente, (i) com 45 ml 
de solução tampão de equilíbrio, (ii) com uma solução tampão de TSE suplementada 
com 0,2 M de NaCl (45 ml) e por fim, (iii) com um gradiente de 85 ml de NaCl (0,2 
a 0.8M) na mesma solução tampão de TSE. A actividade 5'-nucleotidásica foi 
determinada pela quantificação do Pi formado (Material e Métodos), utilizando como 
substratos, o IMP na presença (•) e na ausência de (o) Ap4A e o AMP na presença 
de AP4A (■). O perfil das actividades fosfatásicas inespecíficas (A) foi determinado a 
405 nm, usando o p-nitrofenilfosfato como substrato (Material e Métodos). 
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dobro do tamanho da coluna não teve como consequência o aumento da 
actividade 5'-nucleotidásica eluída com a aplicação do gradiente. 

Como se pode verificar na Fig. 7, as actividades fosfatásicas 
inespecíficas, determinadas em meio ácido e em meio alcalino, como se 
descreve em Material e Métodos, aparecem no excluído da coluna (pico I). 
Estas actividades são as responsáveis em parte pela libertação do Pj 
quando se utilizam o IMP ou o AMP como substratos, embora ainda se 
observe uma certa actividade enzimática estimulada pelo AP4A, sobre estes 
nucleósidos monofosfatos. 

A existência de actividade nucleotidásica sobre o AMP, observa-se 
essencialmente nas fracções correspondentes ao excluído da coluna (pico 
I). Nas fracções correspondentes aos picos II e III a actividade sobre o AMP 
é praticamente vestigial quando na ausência de AP4A. 

Em relação com a actividade nucleotidásica estimulada pelo AP4A 
presente nos picos II e III observou-se que possuíam uma estabilidade 
diferente em relação à temperatura. Na Tabela 2 e nas Fig. 8 e Fig. 9 estão 
representados os resultados obtidos quando alíquotas das fracções 
correspondentes aos picos II e III da coluna de fosfocelulose foram 
incubadas na presença de BSA 1 mg/ml, (i) pelo período de 5 minutos a 
diferentes temperaturas (40, 45, 50, 55, 60 e 70 °C) ou (ii) a uma 
temperatura constante de 50 °C e variando o tempo de incubação (5, 10, 

20 e 30 minutos). 
Os valores de T m , isto é, o valor da temperatura para a qual 

corresponde uma inactivação de 50% da enzima, determinados para cada 
um dos picos de actividade II e III, (Fig. 8) foram de 49 °C e 57° C, 
respectivamente. 

O perfil de inactivação da enzima, quando incubada a uma mesma 
temperatura (50 °C) durante tempos diferentes, é muito distinto para os 
picos II e III. Enquanto que, o pico II perde cerca de 70 % de sua actividade 
nos primeiros 10 minutos de incubação, mantendo-se prat icamente 
constante até ao término do ensaio (30 min), a actividade correspondente 
ao pico III diminui gradualmente (perde, apenas, cerca 18 % nos 10 
primeiros minutos), apresentando ao fim de 30 minutos uma actividade 
residual de cerca de 60%. Este distinto comportamento da actividade 
nucleotidásica presente em ambos picos poderia ser explicada pelo facto de 
(i) tratar-se de duas actividades diferentes, (ii) ser a mesma actividade mas 
de algum modo distinta (proteólise parcial da enzima, distintos graus de 
agregação da mesma, etc) ou então (iii) pela presença de duas actividades 
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distintas no pico II, sendo uma mais sensível ao calor, responsável pela 
queda brusca inicial, e outra mais estável e mais similar ao pico III. 

Tabela 2. Efeito da tempera tura na estabilidade da enzima. 

°c 
Pico II 

(mU/ml) (%) 

Pico III 
(mU/ml) (%) 

35 

4 0 

4 5 

50 

55 

60 

70 

4,6 100 

4,9 107 

3,6 78 

1,9 41 

0,7 15 

0,1 4 

<0,1 <4 

7,9 100 

8,3 105 

7,6 96 

6,8 86 

6,3 80 

0,5 6 

<0,5 <6 

Após incubação durante 5 minutos, as alíquotas de enzima foram colocadas em gelo 
e centrifugadas a 13 000 rpm durante 2 min. A actividade nucleotidásica residual de cada 
amostra foi determinada pela quantificação do Pj formado (Material e Métodos). Todos os 
ensaios foram efectuados em duplicado. 

Como se referiu anteriormente este tipo de resina foi utilizado como 
suporte em colunas de cromatografia durante os processos de obtenção 
e /ou de purificação de enzima similar, presente em outros tecidos e/ou 
proveniente de outras origens. Apesar da sua frequente utilização, até ao 
momento, nenhum dos distintos estudos efectuados descreveu ou referiu a 
existência de 2 picos de actividade enzimática (pico II e pico III) 
encontrados durante e execução deste trabalho. Este facto pode ser 
explicado pelos diferentes protocolos de eluição utilizados durante os 
processos cromatográficos. Enquanto que, em alguns casos, a eluição se 
processa com a aplicação de um gradiente em NaCl de 0,2 M a 0,8 M 
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Fig . 8 . Efei to d a t e m p e r a t u r a n a es tab i l idade d a e n z i m a . 

A actividade enzimática residual de cada um dos picos II (A) e III (A) da coluna 
de fosfocelulose, foi determinada pela quantificação do Pi (Material e Métodos) após 
pré-incubação de alíquotas de enzima durante 5 min a diferentes valores de 
temperatura, tal como indicado no texto. Todos os ensaios foram efectuados em 
duplicado. 
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F ig . 9 . E f e i t o d o t e m p o d e a q u e c i m e n t o s o b r e a a c t i v i d a d e d a 
e n z i m a . 

Amostras dos picos II (branco) e III (negro) da coluna de fosfoceluose foram 
incubadas na presença de BSA 1 mg/ml, à temperatura de 50°C, durante os 
períodos de tempo indicados. Ao fim desses tempos, determinaram-se as 
correspondentes actividades residuais pela quantificação do Pi formado (Material e 
Métodos). Todos os ensaios foram efectuados em duplicado. 
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depois de uma prévia lavagem com 0,2 M de NaCl em tampão de equilíbrio 
e na qual, aparentemente, não se determina a actividade (Naito e 
Tsushima, 1976; Itoh, 1981; Carson e Wasson, 1982; Itoh e Yamada, 
1990), noutros, a etapa de fosfocelulose aplica-se depois de uma prévia 
cromatografia de afinidade em AMP-Sepharose (Truong e col., 1988; 
Spychala e col., 1988; Le Hir, 1991). 

4.1.a.4. Cromatografia de afinidade em coluna de Cibacron Blue F3G-
A Sepharose 4B 

O estudo da aplicação desta cromatografia de afinidade ao processo de 
purificação da 5'-nucleotidase de cérebro de rato teve como base os bons 
resultados com ela obtidos durante a última etapa de purificação da 5 -
nucleotídase a partir da Artemia (Pinto e col., 1987). 

A resina utilizada, constituída por Sepharose 4B onde se liga 
covalentemente o Cibacron Blue, foi preparada segundo o protocolo 
descrito em Material e Métodos. Como fonte de enzima foi utilizado o 
material correspondente ao pico III da coluna de fosfocelulose. 

Realizaram-se dois tipos de ensaios: 
(i) Eluição da enzima pela aplicação de um gradiente descontínuo de 

concentração crescente de NaCl em tampão de eluição [Fig. 10). 
(ii) Eluição da actividade enzimática mediante a aplicação de um 

gradiente contínuo de NaCl no mesmo tampão de eluição uma vez que é 
conhecida a concentração de NaCl correspondente à eluição da enzima 
[Fig. 11). 

Se bem que o rendimento obtido com este tipo de coluna tenha sido 
satisfatório sob o ponto de vista de recuperação das actividades 
nucleotidásicas (60-80%), o facto de observar-se, de u m a maneira 
sistemática, a presença de mais que um pico de actividade (Fig. 11), 
fenómeno não previamente descrito para esta enzima, conduziu à opção de 
estudar o comportamento da mesma noutro tipo de colunas de afinidade. 

4.1.a.5. Cromatografia da 5'-nucleotídase em coluna de afinidade de 
Dyematrex Green A 

O Dyematrex Green A é uma resina de afinidade constituida por 
agarose ligada covalentemente ao corante Matrex Green A. Este tipo de 
resina foi utilizado inicialmente por Tozzi e col. (1991), duran te a 
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Fig . 10 . Perf i l c r o m a t o g r á f i c o da a c t i v i d a d e 5 ' - n u c l e o t i d á s i c a e m 
c o l u n a d e C i b a c r o n Blue F3G-A S e p h a r o s e 4B , m e d i a n t e e l u i ç ã o po r 
g r a d i e n t e d e s c o n t í n u o de NaCl. 

A u m a coluna de 1,7 ml equilibrada com solução tampão de TSE 
suplementada com 0,2 M de NaCl aplicaram-se 0,95 ml (25 mU) de enzima 
correspondente ao pico III da coluna de fosfocelulose. Aplicada a amostra, a coluna 
foi sujeita a u m a lavagem com 4,0 ml da mesma solução tampão de TSE 
suplementada com 0,2 M de NaCl. De seguida eluíu-se sucessivamente, com 3,5 
ml de cada uma das soluções de NaCl indicadas, em TSE. A actividade 5'-
nucleotidásica nas distintas fracções (•) foi determinada mediante a quantificação 
do Pi formado (ver Material e Métodos). 
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N° fracções 

F ig . 1 1 . Perf i l c r o m a t o g r á f i c o da a c t i v i d a d e 5 ' - n u c l e o t i d á s i c a e m 
c o l u n a d e C i b a c r o n Blue F3G-A S e p h a r o s e 4B, u t i l i z a n d o u m g r a d i e n t e 
c o n t í n u o d e NaCl e m so lução t a m p ã o de TSE. 

A uma coluna de 1,7 ml aplicaram-se 13 ml (109 mU) de enzima proveniente 
do pico III de uma coluna de fosfocelulose. Após a aplicação, a coluna, previamente 
equilibrada, foi lavada com 7 ml de uma solução de TSE suplementada com 0,5 M 
de NaCl. Seguidamente procedeu-se à sua eluição utilizando um gradiente linear de 
7 ml de NaCl de 0,5M a 2,0 M em TSE (-x-). A eluição terminou com 10 ml de TSE, 
suplementada com 3,0 M de NaCl. O volume das fracções recolhidas foi de 1,0 ml. 
A actividade 5'-nucleotidásica (•) determinou-se mediante a quantificação do Pi 
formado, como se descreve em Material e Métodos. 
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purificação da 5'-nucleotídase IMP/GMP específica a partir de carcinoma 
do cólon humano, com aparentemente, bons resultados. 

Com o objectivo de estudar a sua possível aplicação ao processo de 
purificação da 5'-nucleotídase de cérebro de rato, realizaram-se vários 
ensaios que a seguir se descrevem, utilizando o pico III da coluna de 
fosfocelulose {Fig. 7). 

Em primeiro lugar estudou-se a eluição da enzima mediante a 
aplicação de um gradiente descontínuo de concentrações crescentes de 
NaCl numa solução tampão de TSE {Fig. 12). Nestas condições, no perfil 
cromatográfico obtido observam-se dois picos de actividade 5'-
nucleotidásica claramente definidos, correspondendo um à eluição com 1,0 
M de NaCl e outro, à eluição com 2,0 de NaCl. A actividade total 
recuperada em cada foi de 55% e de 45%, respectivamente, para o primeiro 
e pa ra o segundo pico. De ambos os picos efectuou-se o es tudo 
electroforético em gel de poliacrilamida, na presença de SDS, observando-
se em ambos casos a presença de uma banda, que se supõe ser a banda 
correspondente à enzima em estudo, de idêntica massa molecular com 
cerca de 52 kDa (resultados não apresentados). 

Na tentativa de comprovar se a existência destes dois picos de 
actividade estaria ou não relacionada com fenómenos proteolíticos, 
procedeu-se ao estudo comparativo do perfil de eluição da actividade da 
enzima obtida (i) na ausência de antiproteases, (ii) na presença de 2 mM de 
PMSF e (iii) na presença conjunta de 2 mM PMSF e de 2 | ig/ml de 
Leupeptina. Os resultados obtidos demonstraram que, em qualquer uma 
destas situações, o perfil cromatográfico se mant inha sem alterações 
significativas {Fig. 13). 

Os resultados da electroforese na presença de SDS de cada um dos 
picos com actividade 5'-nucleotidásica que eluíam com 1,0 M (pico I) ou 
com 2,0 M (pico II) de NaCl na coluna de Dyematrex Green A pareciam 
indicar que ambos correspondiam à mesma proteína, possivelmente em 
distintos graus de agregação. Procurou-se, então, estudar qual seria o 
resultado, se cada um deles fosse recromatografado na mesma coluna e 
nas mesmas condições. 

Para isso reuniram-se, separadamente, as fracções com actividade 5'-
nucleotidásica correspondentes a os picos I e II {Fig. 12). Após diluição 
conveniente, cada um dos picos foi aplicado numa coluna de Dyematrex 
Green A e eluídos mediante a aplicação de um gradiente descontínuo de 
NaCl, em solução tampão de TSE, como descrito na Fig. 12. O rendimento 
da actividade enzimática obtida foi de 100% para o pico I e de 82% para o 
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Fig . 1 2 . Per f i l c r o m a t o g r á f i c o d a 5 ' - n u c l e o t i d a s e n a c o l u n a d e 
D y e m a t r e x G r e e n A e lu ida c o m g r a d i e n t e d e s c o n t í n u o ("pulsos") d e NaCl 
e m TSE. 

A uma coluna de 1,3 ml, equilibrada com uma solução de TSE, suplementada 
com 0,5 M de NaCl, aplicaram-se 10 ml (0,2 mg de proteína) de enzima do pico III 
da coluna de fosfocelulose. A coluna foi eluida com a solução tampão de equilíbrio, 
sendo depois, sucessivamente eluida com 9,0 ml de TSE suplementado com 1,0 M 
de NaCl, seguida de nova eluição de 9 ml com o mesmo tampão de TSE, 
suplementado com 2,0 M de NaCl. A eluição terminou com uma lavagem de 7,0 ml 
de TSE, suplementado com 5,0 M de NaCl. O volume das fracções recolhidas foi 
de 0,85 ml. A actividade nucleotidásica foi determinada pela quantificação do Pi 
formado, de acordo com o descrito em Material e Métodos. 
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Fig . 1 3 . Perf i l c r o m a t o g r á f i c o da 5 ' - n u c l e o t í d a s e n a c o l u n a de 
D y e m a t r e x G r e e n A e l u í d a c o m g r a d i e n t e d e s c o n t í n u o d e NaCl n a 
a u s ê n c i a e n a p r e s e n ç a de a n t i p r o t e a s e s . 

A uma coluna de 1,3 ml, equilibrada com tampão de TSE, suplementado com 
0,5 M de NaCl, aplicaram-se separadamente 0,2 mg de proteína, do pico III da 
coluna de fosfocelulose. A eluição efectuou-se, na ausência de proteases (A), na 
presença de 2 mM de PMSF (B) e na presença de 2 mM de PMSF e 2 | ig/ml de 
leupeptina (C). A eluição da coluna e a determinação da actividade nucleotidásica 
das fracções obtidas foram efectuadas como o descrito na Fig. 12. 
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pico II. Os perfis cromatográficos, recolhidos na Fig. 14, são semelhantes 
aos obtidos anteriormente, sugerindo uma interconversão entre ambos os 
picos de actividade. Deste modo, os diferentes dados obtidos sobre o 
comportamento cromatográfico da 5'-nucleotidase podem ser explicados 
não por fenómenos proteolíticos, dado que a presença de compostos 
ant iproteol í t icos n a s soluções de eluição não modificam esse 
c o m p o r t a m e n t o , m a s sim como r e s u l t a d o de e s t a d o s de 
agregação/desagregação da enzima. 

Finalmente compararam-se as actividades relativas utilizando o IMP, 
AMP e GMP como substratos (2 mM), na presença e na ausência de 0,1 mM 
de Ap4A, como efector, entre os dois picos de actividade enzimática obtidos 
na cromatografia em coluna de Dyematrex Green A. Como se pode 
verificar, pelos resultados obtidos (Tabela 3) não se verificaram grandes 
diferenças entre o comportamento da enzima dos respectivos picos de 
actividade no que respeita à actividade enzimática sobre os distintos 
substratos estudados. A activação da enzima devido à presença de Ap4A é 
neste caso inferior à habitualmente obtida devido à presença no sistema de 
ensaio de uma concentração em NaCl de 0,5 M (resultante da eluição da 
coluna), concentração que por si só, exerce um efeito activador sobre a 
enzima. 

Tabela 3 . Estudo comparativo da actividade 5 '-nucleotidásica dos 
p icos I e II da co luna de Dyematrex Green A, f rente a d i s t i n to s 
subs t ra tos . 

Subst ra to Pico I (mU/mL ) Pico II (mU/ml) 
(2mM) + Ap4A - Ap4A + Ap4A -Ap4A 

IMP 6,3 4,7 6,8 4,0 

AMP 1,3 0,5 0,35 <0,1 

GMP 5,1 3,2 5,9 3,2 

A actividade enzimática foi determinada pela quantificação do Pi (Material e 
Métodos). Todos os ensaios foram efectuados em duplicado. 



84 

P 
S 
•o 
es 

■d 

4 

10 20 30 
N° de fracções 

P 

4) 
■O 
ca 
•o 
I 
3 

N° de fracções 

Fig . 14 . R e c r o m a t o g r a f i a d o s p icos I e II e m c o l u n a d e D y e m a t r e x 
G r e e n A 

Numa coluna de 1,3 ml, equilibrada com TSE suplementado con 0,5 M NaCl, 
processaram-se, separadamente, alíquotas dos picos I e II (veja-se Fig. 12). A 
amostra foi eluída com o tampão de equilibrio, seguida de duas novas eluições com 
TSE suplementado com 1,0 M e 2,0 M de NaCl. 

Em A, aplicou-se o pico I, três vezes diluído em solução tampão de TSE a um 
volume final de 10,3 ml (21,5 mU). Em B, aplicou-se o pico II, seis vezes diluído 
na mesma solução tampão de TSE a um volume final de 22,1 ml (24,5 mU). A 
actividade 5'-nucleotidásica foi determinada quantificando o Pi formado (Material e 
Métodos) 
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Por último estudou-se também o comportamento do pico II da coluna 
de fosfocelulose na coluna de Dyematrex Green A, eluíndo-a com um 
gradiente descontínuo crescente de NaCl. Os resultados obtidos (Fig. 15) 
mostram um perfil cromatográfico praticamente similar ao apresentado 
pelo pico III, compatível com a presença da mesma actividade enzimática 
em ambos os picos II e III da coluna de fosfocelulose. 

4 .1 .b . Pur i f i cação-da 5 ' -nucleot ídase IMP/GMP específ ica do 
tecido cerebral do ra to . 

A purificação da enzima citosólica 5'-nucleotídase IMP/GMP específica 
a partir do cérebro do rato foi um processo complexo envolvendo inúmeras 
tentativas, descri tas muito resumidamente em estudos preliminares 
(4.1.a), que serviram de base e permitiram estabelecer um protocolo 
definitivo de purificação da enzima a partir do tecido cerebral do rato, 
baseado em 5 etapas. 

Durante todo o processo de purificação, a determinação da actividade 
5 ' -nucleot idásica da enzima foi efectuada, essencia lmente , pela 
quantificação do Pi formado, utilizando o IMP como substrato e o NaCl 
como efector enzimático, segundo protocolo analítico descrito em Material 
e Métodos, considerando-se uma unidade de enzima (U) como a quantidade 
de enzima capaz de transformar 1 |imol de substrato, nas condições de 
ensaio. Ao longo de todo o processo todas as operações foram efectuadas à 
temperatura de 4°C. A purificação da enzima que se descreve a seguir é 
representativa dos resultados que se obtêm seguindo este protocolo. 

4.1.b.l . Preparação do homogenizado (etapa 1). 

Imediatamente após a extracção, o tecido cerebral de três ratos (5,7 g) 
foi homogeneizado numa solução tampão de TSE, e centrifugado para 
obtenção da fracção citosólica, segundo o descrito em Material e Métodos. 
Obteve-se um volume final de 22,5 ml com um teor em proteínas de 3,3 
mg/ml e uma activadade nucleotidásica total de 373,5 mU. 

4.1.b.2. Fraccionamento proteico por "salting-out" (etapa 2). 

Passo 1. Precipitação a 45% de saturação de sulfato de amónio 
A 22,2 ml do sobrenadante resultante da etapa anterior foi adicionado 

sulfato de amónio até se atingir uma percentagem de saturação nesse sal 
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F ig . 1 5 . C r o m a t o g r a f i a do p i co II da c o l u n a de fos foce lu lose e m 
c o l u n a de D y e m a t r e x Green A. 

Numa coluna de Dyematrex Green A (1,3 ml de volume) aplicaram-se 7,0 ml 
(42 mU) de amostra do pico II da coluna de fosfocelulose. A amostra foi eluída com 
6,0 ml de TSE, suplementado com 0,5 M de NaCl, e, sucessivamente, com 7,0 ml 
de TSE suplementado com 1,0 M, 2,0 M e 5,0 M de NaCl. A velocidade de fluxo de 
eluição foi de 40 m l / h e a actividade enzimática de cada fracção recolhida (0,85 ml) 
determinada pela quantificação de Pi. 
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de 45%. O precipitado assim obtido foi ressuspendido n u m a solução 
tampão de TSE. 

Passo 2. Diálise do precipitado. 
Esta ressuspenção foi dialisada contra 100 volumes de solução 

tampão de TSE, por um período de 2 horas, seguida de nova diálise contra 
250 volumes de mesmo tampão por um período de 12 horas. Ao fim deste 
tempo, o dialisado foi centrifugado a 12 000 x g, por um período de 25 
minutos, recuperando-se o sobrenadante (4,35 ml), tendo-se determinado o 
seu teor em proteínas (4,7 mg/ml) e a actividade nucleotidásica total (362 
mU totais). 

4.1.b.3. Cromatografia em coluna de fosfocelulose (etapa 3). 

O dialisado resultante da etapa anterior foi, seguidamente, aplicado 
n u m a coluna de fosfocelulose de 17,0 ml de volume, previamente 
equilibrada com a solução tampão de TSE. Após a aplicação da amostra, a 
coluna foi lavada com solução tampão de equilibrio, sendo, em seguida, 
eluída sucessivamente com (i) solução tampão de TSE, suplementado com 
0,2 M de NaCl e (ii) por um gradiente de 0,2 a 0,8 M em NaCl, na mesma 
solução tampão {Fig. 16). A actividade recuperada foi de 74%. 

Como foi mostrado nos ensaios preliminares, o pico II e pico III de 
actividade desta coluna correspondem à mesma proteína. Optou-se, no 
entanto, por continuar o processo de purificação da enzima 5'-nucleotídase 
IMP/GMP específica com a reunião das fracções correspondentes ao pico III 
de actividade, dado que, a actividade recuperada no pico II é menor e está 
associada a um mais alto teor em proteínas. 

4. l .b.4. Cromatografia em coluna de Dyematrex Green A (etapa 4). 

Os ensaios preliminares (ver Fig. 12) mostraram que nesta coluna de 
afinidade eluem 2 picos de actividade 5'-nucleotidásica, ao se proceder à 
sua eluição com 1 e 2 M de NaCl em TSE, respectivamente. Como também 
se demonstrou a interconversão entre ambos os picos, para simplificar a 
purificação desta proteína, no procedimento que se descreve a seguir, 
realiza-se uma única eluição com 2 M de NaCl em tampão. 

As fracções com actividade nucleotidásica constituintes do pico III do 
perfil cromatográfico da coluna de fosfocelulose, foram reunidas e 
aplicadas numa coluna de Dyematrex Green A de 1,3 ml de volume, 
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F i g . 1 6 . C r o m a t o g r a f i a e m c o l u n a de fos foce lu lose ( e t a p a 3 de 
pu r i f i cação) . 

Um volume de 3.8 ml, proveniente da etapa 2 do processo de purificação 
foi aplicado n u m a coluna de 5,5 x 2,0 cm (17,0 ml) de fosfocelulose. 
previamente equilibrada com solução tampão de TSE. Após aplicação da 
amostra, procedeu-se à sua eluição com 42 ml de solução tampão de TSE. 
suplementado com 0,2 M de NaCl, seguida de um gradiente de 84 ml, de 0,2 a 
0,8 M de NaCl na mesma solução tampão (••+••)• O fluxo de eluição foi de 30 
ml /h , sendo o volume de cada fracção de 2,85 ml. A actividade enzimática foi 
determinada sobre o IMP (2 raM) na presença (•) e na ausência (o) de 1 M de 
NaCl mediante a quantificação do Pi, sendo o perfil de proteínas determinado 
pela absorção a 280 nm (tracejado). 
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previamente equilibrada com uma solução tampão de TSE, suplementada 
com 0,5 M de NaCl. Após aplicação da amostra, a coluna foi lavada com a 
mesma solução tampão utilizada na prévia equilibração da coluna e 
eluída, seguidamente, com solução tampão de TSE, suplementada com 2,0 
M em NaCl {Fig. 17). O rendimento da actividade foi de 51%. 

4.1.b.5. Cromatografia em coluna de Phenyl superose (etapa 5). 

As fracções com actividade resultantes da cromatografia da coluna 
anterior foram reunidas e aplicadas (3,0 ml) numa coluna de Phenyl 
superose de 1 ml de volume, previamente equilibrada com uma solução 
tampão de TSE, suplementado com 3,0 M de NaCl. Antes da aplicação, ao 
volume de amost ra total a aplicar foi adicionada uma quant idade 
apropriada de NaCl até se atingir a concentração final de 3,0 M neste sal. 
Depois de aplicada a amostra, a coluna foi eluída mediante um gradiente 
de 3,0 M a 0,2 M de NaCl em solução tampão de TSE. A actividade 
nucleotidásica foi recuperada em duas fracções [Fig. 18), correspondendo a 
uma concentração em NaCl aproximada de 2,5 M. 

Na Tabela 4 encontram-se os resultados obtidos ao longo do processo 
de purificação, com o qual se obtém um rendimento de 8 % e uma 
purificação de 450 vezes. 

4.1.b.6. Estudo electroforético da enzima. 

As diferentes etapas do processo de purificação da enzima foram 
acompanhadas pelo estudo do perfil electroforérico das proteínas, 
efectuado na presença de SDS, como se descreve em Material e Métodos 
(3.2.k). 

Em geles de poliacrilamida a 12%, preparados como se descreve em 
Material e Métodos, aplicaram-se alíquotas de amostras provenientes das 
etapas 3, 4 e 5 de purificação. Dado o seu alto teor em NaCl, que interfere 
no desenvolvimento da electroforese, e o seu baixo teor em proteínas, as 
amostras das etapas 4 e 5 de purificação (cromatografias em colunas de 
Dyematrex Green A e de Phenil superose) foram concentradas em sacarose 
e de seguida dialisadas contra TSE. 

Os resultados obtidos, representados na Fig. 19, mostram que à 
medida que avança o processo de purificação diminui o número de bandas 
de proteínas , mantendo-se , contudo, a presença de u m a banda, 
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Fig . 1 7 . C r o m a t o g r a f i a e m c o l u n a de D y e m a t r e x G r e e n A ( e t a p a 4 
de pur i f i cação) . 

Um volume de 5,2 ml resultante da reunião das fracções com actividade 
nucleotidásica do pico III da coluna de fosfocelulose (etapa 3 de purificação), foi 
aplicado numa coluna de Dyematrex Green A de 1,3 ml (1,6 x 1,0 cm), 
previamente equilibrada com tampão de TSE, suplementado com 0,5 M de NaCl. A 
coluna foi, em seguida, lavada com 9 ml da mesma solução tampão e eluida com 
igual volume de TSE, suplementado com 2,0 M em NaCl. A eluição decorreu a um 
fluxo de 40 ml /h , recolhendo-se fracções de 0,85 ml. A actividade enzimática 
determinou-se sobre o IMP (2 mM) na presença de 1 M de NaCl (•), pela 
quantificação do Pi. 
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Fig . 18 . C r o m a t o g r a f i a e m c o l u n a h id ro fób ica de P h e n y l s u p e r o s e 
( e t apa 5 de pur i f i cação) . 

Um volume de 3,0 ml, ajustado a 3,0 M em NaCl, proveniente da reunião das 
fracções com actividade nucleotidásica da coluna de Dyematrex Green A (etapa 4 
de purificação) foi aplicada numa coluna de 1 ml de Phenyl superose. acoplada a 
um sistema de FPLC (Waters), previamente equilibrada com TSE, suplementado 
com 3,0 ml de NaCl. A coluna foi eluída, com um gradiente de 30 minutos de 3,0 
M até 0,2 M de NaCl em TSE (■•+••). seguido de, uma lavagem com o mesmo 
tampão de TSE, suplementado com 0,2 NaCl, por um período de 5 minutos. O 
fluxo de eluição foi de 0,25 ml/min, a uma pressão máxima de 14 bar. A 
actividade enzimática foi determinada sobre o IMP (2 mM) na presença de 1 M de 
NaCl (•). O rendimento da coluna foi de 65%. 
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Fig . 1 9 . E l e c t r o f o r e s e e m ge l de p o l i a e r i l a m i d a a 1 2 % e m 
p r e s e n ç a de SDS. 

Aplicaram-se em gel de poliaerilamida a 12% (10 x 10 cm), aliquotas do 
pico III de actividade (Etapa 3 de purificação) (2), da coluna de Dyematrex 
Green A (Etapa 4 de purificação) (3). e da coluna de Phenyl superose (4), 
previamente concentradas em sacarose e dialisadas contra tampão de amostra 
(ver Material e Métodos) durante 16 horas, e uma mistura de proteínas de 
massa molecular conhecida como padrão (1). 

Em A, Curva padrão de proteínas de massa molecular conhecida: 
Fosforílase b (97.4 kDa). albumina sérica (66,2 kDa), ovoalbulmina (45,0 
kDa), anídrase carbónica (31,0 kDa), inibidor da tripsina de soja (21,5 kDa) e 
lisozima (14.4 kDa). Em B, A electroforese decorreu na presença de SDS, a 
uma voltagem de 190 V durante cerca de 60 minutos. A revelação do gel foi 
efectuada pelo nitrato de prata de acordo com Merril (1981). 
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correspondente à enzima, durante todo o processo de purificação. O valor 
de massa molecular determinado foi de 52 kDa. 

4 . I . e . D e t e r m i n a ç ã o da massa molecular da 5 ' -nuc leo t ídase 
IMP/GMP específica 

De acordo com os resultados obtidos mediante a utilização de técnicas 
cromatográficas de filtração em gel e técnicas de separação por gradiente 
contínuo de sacarose, os distintos dados bibliográficos atr ibuem à 5'-
nucleotídase IMP/GMP específica, uma massa molecular que varia entre 
165 kDa (embriões da Artemia) (Pinto e col., 1987) e 265 kDa (pulmão de 
porco) (Itoh e Yamada, 1990). É uma enzima tetramérica, variando os 
valores de massa molecular determinados das suas subunidades entre 42 
kDa (Pinto e col., 1987) e 70 kDa (Oka e col, 1988, 1989). No primeiro caso 
(Pinto e col., 1987) o valor foi determinado em enzima purificada de 
Artemia, utilizando técnicas electroforéticas na presença de SDS; no 
segundo, recorrendo-se a técnicas de "immunoblotting" utilizando um 
extrato proteico obtido directamente de fígado de galinha mediante 
solubilização com SDS a quente e com um anticorpo específico. 

4.1 .c. 1. Por filtração em gel 

A determinação da massa molecular da 5'-nucleotídase IMP/GMP 
específica do cérebro de rato foi um processo que inicial e repetitivamente 
se tentou com enzima parcialmente purificada da coluna de fosfocelulose e 
utilizando uma coluna de BioSil-Sek 250 de filtração em gel por HPLC. 
Nesses ensaios, apesar de se terem obtido curvas padrão com proteínas de 
massa molecular conhecida perfeitamente reprodutíveis, não foi possível 
encontrar actividade enzimática nas fracções eluídas, devido possivelmente 
à sua perda, ao longo da eluição. 

A seguir, utilizou-se uma coluna de Sephacryl S-300 (150 ml), 
previamente equilibrada em solução tampão de TSE. No momento de 
apl icação da a m o s t r a (etapa 2 de purificação) ap l i ca ram-se , 
simultaneamente, adenosina desamínase (ADA), piruvato cínase (PK) e 
lactato desidrogénase (LDH). A estas proteínas, que ac tuam como 
marcadores, correspondem valores de massa molecular de, respectivamente, 
37 kDa, 135 kDa e 232 kDa. 

O perfil de eluição das proteínas marcadoras obteve-se determinando, 
nas fracções eluídas, as actividades enzimáticas da ADA, PK e LDH, de 
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acordo com o descrito em Material e Métodos. O perfil da actividade 
enzimática da enzima em estudo foi obtido pela determinação, nas 
diferentes fracções obtidas, pela determinação do Pj, na presença e na 
ausência de Ap4A. 

Os resul tados [Fig. 20) mostram a existência de dois picos de 
actividade enzimática perfeitamente distintos: (i) o primeiro, co-eluíndo 
com o pico máximo de proteínas, de acordo com a absorção ocorrida a 280 
nm, ao qual corresponde um valor de massa molecular não determinado, e 
(ii) o segundo, eluindo mais tarde, a cujo volume de eluição corresponde 
um valor de massa molecular de cerca de 275 kDa. 

O pico de actividade que elui nas fracções correspondentes ao excluído 
da coluna deve corresponder a uma forma agregada da enzima. 

4. l.c.2. Por centrifugação em gradiente de sacarose 

Outra metodologia utilizada na tentativa de determinação dos valores 
de massa molecular foi através da sedimentação em gradiente de sacarose. 

Na superfície de um gradiente contínuo de sacarose de 5 a 20%, 
preparado como se descreve em Material e Métodos, aplicaram-se 0,2 ml de 
enzima (fracções correspondentes ao pico III da coluna de fosfocelulose, 
etapa 3 do processo de purificação) previamente concentrada (13 vezes) 
n u m sistema de membrana Centriplus 50 (Amicon). Simultaneamente 
aplicaram-se adenosina desamínase e catálase, como marcadores de massa 
molecular conhecida. 

O gradiente foi centrifugado e processado como indicado em 3.2.h. 
Observou-se, pelos resultados obtidos, o aparecimento de um pico de 

actividade 5'-nucleotidásica, cujo máximo correspondia a um valor de 
massa molecular, determinado como se descreve em Material e Métodos, de 
186 kDa. No entanto, este pico apresentava um aspecto irregular, não 
simétrico, parecendo ser o resultado de três outros picos menores, aos 
quais corresponderiam valores de massa molecular situados entre 149 kDa 
e 238 kDa [Fig. 21). 

4.I.C.3. Comentários finais 

Os resultados das determinações efectuadas com enzima no estado 
nativo apontam para valores de massa molecular compreendidos entre 200 
kDa, determinados com enzima purificada através da sedimentação em 
gradiente de sacarose e 275 kDa, utilizando técnicas de filtração em gel e 
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Fig . 2 0 . Per f i l c r o m a t o g r á f i c o da a c t i v i d a d e d a 5 ' - n u c l e o t í d a s e 
I M P / G M P e s p e c í f i c a e m c o l u n a d e S e p h a c r y l S -300 . D e t e r m i n a ç ã o d a 
s u a m a s s a m o l e c u l a r . 

Numa coluna de Sephacryl S-300 (1,65 x 70 cm), equilibrada em TSE 
aplicaram-se 2,3 ml de enzima resultante do fraccionamento por sulfato de amónio 
(45%). Em simultâneo com a aplicação da amostra aplicaram-se quantidades 
apropriadas de proteínas de massa molecular conhecida: Adenosina desamínase 
(37 kDa), lactato desidrogénase (135 kDa) e piruvato cínase (232 kDa). A coluna foi 
eluída com TSE, sendo o fluxo de 5 ml/h e recolhidas fracções de 1,43 ml. O perfil 
de eluição das proteínas marcadoras (•) foi estabelecido com base nos picos das 
respectivas actividades enzimáticas determinadas, de acordo com o descrito em 
Material e Métodos. O perfil da actividade da enzima em estudo foi determinado 
pela quantificação do Pi, na presença (•) e na ausência (o) de AP4A. O perfil 
cromatográfico das proteínas foi traçado medindo a absorvância a 280 nm 
(tracejado). 

A, Eluição das proteínas padrão utilizadas em função da sua massa molecular; 
B, perfil de eluição da actividade 5'-nucleotidásica. 
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Fig . 2 1 . D e t e r m i n a ç ã o d a m a s s a m o l e c u l a r d a 5 ' - n u c l e o t í d a s e p o r 
g r a d i e n t e de s a c a r o s e . 

Aplicaram-se na superfície de um gradiente de sacarose (5-20%), 0,2 ml (12 
mU) de enzima (etapa 3 de purificação) concentrada em Centriplus 50, e 0,020 ml 
de uma mistura contendo adenosina desamínase e catálase. O gradiente foi 
centrifugado durante 17 horas a 38 000 x g, recolhendo-se fracções de 0,3 ml, a 
partir da superfície do gradiente através de fraccionador automático de gradientes. 
As actividades das enzimas adenosina desamínase, catálase foram determinadas 
como se detalha em Material e Métodos e a 5'-nucleotídase, pela quantificação do 
Pi. Os valores de massa molecular foram determinados tendo como base os picos 
das actividade das enzimas. O rendimento do gradiente foi de 53%. 

As setas 1 e 2 representam os picos de actividade da adenosina desamínase e 
da catálase, respectivamente. 
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com enzima menos purificada. Por outro lado, o valor de massa molecular 
das subunidades da enzima obtido mediante electroforese em presença de 
SDS (52 kDa), parece ser de certo modo compatível com o valor obtido com 
o gradiente de sacarose. 

Esta aparente contradição entre ambos os resultados obtidos com a 
enzima nativa, poderia, á luz dos dados constantes na literatura, ser 
explicada por fenómenos de proteólise, não evitados pela presença de PMSF 
e leupeptina, que ocorreriam durante o processo de purificação e que 
justificariam as diferenças observadas. 

À semelhança do que ocorre com a enzima nativa, os valores de massa 
molecular das subunidades podem, do mesmo modo, ser o resultado de 
fenómenos de proteólise. De facto, esta hipótese é corroborada pelo grupo 
de Itoh (Oka e col., 1988, 1989), ao comparar estudos electroforéticos, 
efectuados na presença de SDS, de enzima obtida, com ou sem leupeptina 
como agente antiproteolítico, a partir do figado da galinha. Nesses estudos 
verificou que a enzima obtida na ausência de leupeptina dava origem a 
duas bandas bem definidas, correspondentes a valores de massa molecular 
de 51 e 100 kDa, facto que não ocorria quando na presença de leupeptina 
em que aparecia apenas uma única banda correspondente a 57 kDa. Na 
sequência desses mesmos estudos, Oka e col. (1988), demonstrou, 
mediante a solubilização directa dos tecidos com SDS tamponado a quente 
e analisando o respectivo extrato (condições em que os efeitos proteolíticos 
são minimizados), o aparecimento no perfil electroforético de uma única 
banda com um valor correspondente a 70 kDa. 

Em 1990, Itoh e Yamada, ao es tudarem o compor tamento 
electroforético na presença de SDS de enzima de pulmão, encontraram 
duas bandas, às quais correspondiam valores de massa molecular de 69 
kDa (predominante) e 62 kDa (menos intensa). Observaram, ainda, que o 
perfil electroforético da enzima quando incubada na ausência de 
antiproteases, revelava a existência de uma única banda a 62 kDa, 
corroborando, uma vez mais, a existência de fenómenos proteolíticos. 

Mais recentemente, a partir da sequência de aminoácidos deduzida a 
partir de um cDNA codificante da 5'-nucleotídase citosólica humana , 
clonado a partir de uma biblioteca de placenta humana, determinou-se um 
valor de massa molecular das subunidades de 64 966 Da. 

Em face destes dados, é possível que o valor de massa molecular da 
enzima nativa se aproxime mais do obtido mediante filtração em gel, que 
do obtido por gradiente de sacarose, e que o valor de 52 kDa obtido para a 
subunidade da enzima, seja o resultado de uma proteólise parcial. 
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Para finalizar, deve ter-se conta que o valor de massa molecular de 275 
kDa obtido por filtação por gel, ter sido determinado usando como proteína 
padrão de massa molecular mais elevada, a piruvato cínase (PK), que 
possui um valor inferior (232 kDa). 

4.1.d. Propriedades da 5'-nucleotídase 

4.1.d.l . Linearidade da reacção enzimática 

A determinação da actividade da 5-nucleotidase pode ser efectuada 
com base na quantificação dos produtos finais das reacções enzimáticas 
por ela catalisadas - 5'-nucleotidásica (1) e fosfotransferásica (2): 

E + 5'-NMP * E + N + Pi ( D 

E + *N + NMP *■ E + *NMP + N (2) 

Deste modo, a actividade 5'-nucleotidásica da enzima pode ser 
determinada mediante a quantificação do Pi ou do nucleósido (N) formado 
por hidrólise do NMP, após separação cromatográfica por HPLC ou TLC. 
Por outro lado, a determinação da actividade fosfotransferásica pode 
efectuar-se medindo a quantidade de radioactividade incorporada no 
nucleósido monofosfato formado (*NMP). 

O estudo da linearidade das reacções enzimáticas foi efectuado em 
função da quantidade de enzima e do tempo de incubação, verificando 
linearidade em ambas as reacções enzimáticas, nas condições de ensaio 
normalmente utilizadas [Fig. 22 e Fig. 23). 

4. l.d.2. Influência dos valores de pH na velocidade da reacção 

O estudo da influência dos valores de pH na actividade nucleotidásica 
foi efectuado com enzima parcialmente purificada da etapa 3 do processo 
de purificação. 

A representação gráfica dos resultados [Fig. 24) mostra que a 
actividade enzimática, com ambas soluções tampão, varia em função dos 
valores de pH em forma de campanula, apresentando uma zona de valores 
de pH óptima entre os 6,5 e os 7,0. 
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F i g . 2 2 . D e t e r m i n a ç ã o d a a c t i v i d a d e d a 5 - n u c l e o t í d a s e . 
Q u a n t i f i c a ç ã o d o Pi f o r m a d o . L i n e a r i d a d e c o m o t e m p o e c o m a 
q u a n t i d a d e de e n z i m a . 

Nos ensaios, realizados em duplicado, utilizou-se o IMP como substrato, 
0,050 mM de AP4A como efector e enzima parcialmente purificado da etapa 3 de 
purificação, como descrito em Material e Métodos. 
A. Actividade em função do tempo de incubação, utilizando 0,65 ug de proteína. 
B. Actividade em função da quantidade de proteína, incubando 30 minutos. 
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Fig . 2 3 . D e t e r m i n a ç ã o d a a c t i v i d a d e f o s f o t r a n s f e r á s i c a d a 5 ' -
n u c l e o t í d a s e . Q u a n t i f i c a ç ã o do GMP r ad ioac t i vo f o r m a d o . L i n e a r i d a d e 
c o m o t e m p o . 

Nos ensaios, realizados em duplicado, utilizou-se 2 mM de GMP, lmM de [8-
3H] Guo (actividade específica 20 mCi/mmol), como substratos dador e receptor do 
grupo Pi, respectivamente, 0,050 mM de AP4A e enzima parcialmente purificada da 
coluna de fosfocelulose. A reacção decorreu a 37°C e ao fim dos tempos indicados, 
alíquotas de 3 JLLI foram aplicados em placa de PEI-celulose e eluídos com água. Na 
análise dos resultados seguiu-se o protocolo descrito em Material e Métodos. 
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Fig . 2 4 . Efe i to d a v a r i a ç ã o dos va lores de pH n a a c t i v i d a d e 5 '-
n u c l e o t i d á s i c a . 

A mistura reaccional continha, para o volume final de 0,2 ml, 100 mM de 
solução tampão (Imidazol (o) ou Tris (•), ajustados a distintos valores de pH 
com HC1, 5 mM de MgCl2, 0,22 M de NaCl, 0,1% de BSA, 2 mM de IMP, 0,1 
mM de AP4A, e enzima. A mistura foi incubada pelo período de 30 minutos a 
37°C. A actividade enzimática foi determinada através da quantificação do Pi 
de acordo com o descrito em Material e Métodos. Todos os ensaios foram 
efectuados em duplicado, sendo os valores de pH determinados na mistura de 
reacção. 
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4. l .d.3. Influência da temperatura na velocidade da reacção 

O estudo da influência dos valores da temperatura na actividade 
enzimática foi efectuado com enzima da etapa 3 do processo de 
purificação. A mistura da reacção foi incubada durante 30 minutos a 
diferentes temperaturas (0, 25, 30, 35, 42, 50 e 60 °C) sendo a actividade 
da enzima determinada pela quantificação do Pi. 

Pelos resultados obtidos [Fig. 25) observa-se a existência de uma zona 
de temperatura si tuada entre os 35°C e os 42°C em que a variação da 
actividade enzimática não ultrapassa os 10%. Nas condições de ensaio, a 
temperatura óptima de reacção enzimática é de 37°C. 

4 .1 .d .4 . Efeito de d is t in tas soluções tampão na act ividade 
nucleotidásica 

A determinação da actividade da 5'-nucleotidase tem sido efectuada na 
presença de variadas soluções tampão como sejam os casos de Imidazol 
(Itoh, 1981, Worku e Newby, 1982; Worku e col., 1983, Spychala e col., 
1989), o Mes (Bontemps e col., 1988), Tes (Skladanowski e col., 1989, 
1996), Mops (Truong e col., 1988; Le Hir, 1991), Tris, maleato (Van den 
Berghe e col., 1977; Tjernshaugen e Fritzson, 1984), etc. 

Itoh (1981), com enzima purificada de figado de rato, demonstrou que 
a velocidade da reacção enzimática aumentava 1,8 vezes, quando à mistura 
de reacção, contendo 100 mM de Imidazol, pH 6,5 (3 mM de IMP) se 
adicionava 150 mM de Tris, maleato ao mesmo pH. Verificou, ainda, que 
essa adição de Tris,maleato dava origem à diminuição dos valores de Km de 
1,0 para 0,2 mM. Com o AMP como substrato (3 mM) verificou que o Tris, 
maleato transformava a cinética sigmoidal da enzima n u m a cinética 
hiperbólica, não observando alterações na Vmax- Na continuação desse 
estudo, concluiu, ainda, que a presença de outros sais carboxílicos de Tris 
(acetato, fumarato e succinato) estimulavam a velocidade da enzima. 

Deste modo, e como a actividade enzimática parece depender da 
solução tampão utilizada na sua determinação, decidiu-se es tudar a 
possível influência de distintas soluções tampão mantendo constante a 
sua concentração final e a um valor de pH final fixo, situado na zona de 
pH óptimo. 

Usaram-se comparativamente as seguintes soluções tampão: imidazol, 
HC1, Tris, HC1, Tris, maleato, Hepes, KOH, Mes, KOH e Bis/Tris, HC1. 
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Fig . 2 5 . In f luênc i a d a t e m p e r a t u r a n a a c t i v i d a d e d a e n z i m a . 

A actividade da enzima foi determinada pela quantificação do Pi, numa mistura 
da reacção padrão, contendo 0,1 mM de AP4A, 2 mM de IMP, 1 mg/ml de BSA e 
enzima. A mistura reaccional foi incubada durante 30 minutos às temperaturas 
indicadas. 

Os valores estão expressos em termos percentuais considerando como 100% 
a actividade enzimática de 8,9 mU/ml obtida a 37°C. 
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Os resultados obtidos {Tabela 5) mostram que com respeito à solução 
tampão de imidazol, habi tualmente utilizada, as soluções tampão 
e s tudadas exercem um ligeiro efeito activador sobre a actividade 
nucleotidásica, apresentando a solução tampão de Mes, o maior efeito (1,4 
vezes). 

Tabela 5. Actividade relat iva da 5 ' -nucleotídase em função da 
solução tampão utilizada na mistura de ensaio. 

Tampão pH final Actividade Actividade (%) 
(mU/ml) 

Imidazol, HC1 6,65 10,3 100 

Tris, HC1 6,68 13,0 127 

Tris, maleato 6,62 13,4 131 

Hepes, KOH 6,69 11,7 114 

Mes, KOH 6,65 14,5 141 

Bis/Tris, HC1 6,63 11,2 109 

A mistura de reacção era constituída por 5 mM de MgCl2, 0,1% de BSA, 0,22 M de 
NaCl, 2 mM de IMP, 0,1 mM de Ap4A, enzima e 100 mM de solução tampão. A mistura foi 
incubada a 37°C pelo período de 30 minutos, aos fim dos quais se quantificou o P\ 
formado. Todos os resultados foram obtidos em duplicado. 

4.1.d.5. Estabilidade da 5'-nucleotidase 

Procedeu-se ao estudo da estabilidade da 5'-nucleotídase parcialmente 
purificada (etapa 3 de purificação) mediante a quantificação da actividade 
residual presente em alíquotas, às quais se adicionaram previamente BSA 
até à concentração final de 1 mg/ml, mantidas a diferentes temperaturas e 
por diferentes períodos de tempo. 

Os resultados obtidos [Tabela 6) demostram que: 
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(i) A actividade enzimática não sofre alterações quando as amostras 
são mantidas à temperatura ambiente por um período de, pelo menos, 48 
horas. 

(ii) A estabilidade das amostras, embora as diferenças não sejam 
significativas, parece ser maior a 4°C e a -70°C que a -20°C. 

(iii) A liofilização não parece afectar a actividade enzimática das 
amostras, pelo menos nas condições de ensaio utilizadas. 

Estes resultados sugerem que o BSA, nas concentrações utilizadas, 
exerce um efeito estabilizador sobre a enzima, uma vez que na sua 
ausência a actividade enzimática praticamente se perde ao fim de 48 horas 
(resultados não mostrados). 

Verificou-se, igualmente, uma elevada estabilidade enzimática, (uma 
semana sem qualquer alteração da sua actividade) quando à enzima da 
etapa 3 da purificação se adicionava previamente NaCl e MgCl2 nas 
concentrações finais de, respectivamente, 2 M e 5 mM, e se concentrava em 
sacarose seguido de diálise de 12 horas contra uma solução tampão de 
TSE, suplementada com NaCl e MgCl2 nas mesmas concentrações finais. 

Tabela 6. Es tudo da estabi l idade da enz ima 5 ' n u c l e o t í d a s e 
IMP/GMP específica. 

0 horas 
Actividade enzimática (mU/ml) 

24 horas 48 horas 96 horas 7 dias 14 dias 

25°C 11.3 9,5 12,0 - - -

4°C 11,3 9,7 9,0 10,2 10,2 10,7 

-20°C 11,3 10,8 10,2 8,3 8,5 9,1 

-70°C 11,3 9,9 9,3 10,2 10,8 10,8 

Liofiliz. 11,3 - - 9,6 - -

Alíquotas da enzima (etapa 3 de purificação) foram incubadas, na presença de BSA 1 
mg/ml, a 25 °C, a 4°C, a -20°C e a -70°C, durante os períodos de tempo indicados. Uma 
outra alíquota foi liofilizada.Todos os ensaios foram efectuados em duplicado. A actividade 
residual foi determinada pela quantificação do Pi libertado por acção da enzima, após 
i n c u b a ç ã o a 37°C d u r a n t e 30 min, de acordo com o descr i to em Mater ia l e 
Métodos. 
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4.1.d.6. Especificidade de substrato 

Como substratos preferenciais, a 5'-nucleotídase utiliza o IMP, GMP 
XMP e deoxiderivados correspondentes, segundo uma cinética hiperbólica 
ou ligeiramente sigmoidal. A enzima apresenta uma cinética sigmoidal com 
o AMP como substrato, não exercendo praticamente qualquer acção sobre 
este nucleótido quando presente em concentrações fisiológicas (Van den 
Berghe e col., 1977; Itoh e-col., 1978; Itoh, 1981, 1993). 

Com enzima proveniente da etapa 3 de purificação procedeu-se ao 
estudo da especificidade de substrato da enzima utilizando distintos 
compostos (IMP, GMP, AMP, UMP, XMP CMP, 3'-GMP, 3'-AMP, 3'-UMP, 2'-
AMP, 2'-UMP e dAMP) em idêntica concentração final (2 raM), na presença 
e na ausência de Ap4A como efector enzimático. 

Na Tabela 7 mostram-se os resultados obtidos, nas condições de 
ensaio referidas, e expressos em termos percentuais, utilizando como 
termo comparativo a actividade da enzima sobre o IMP. A observação dos 
resultados permite verificar a especificidade da enzima para os nucleósidos 
5'-monofosfatos sendo os mais efectivos o 5'-IMP e o 5'-GMP, com 
percentagens de actividade muito próximas, em presença de activador. Com 
o 5'-XMP ou o 5'-AMP observam-se valores de actividade máxima bastante 
inferiores às obtidas com o 5'-IMP. Observa-se, igualmente, a ausência de 
actividade enzimática sobre o dAMP e sobre qualquer um dos nucleósidos 
3'- ou 2'-monofosfatos. 

4.1.d.7. Efeito da concentração do substrato na velocidade da reacção 
enzimática. Determinação dos valores de Km e Vmáx-

Para o es tudo do efeito da concentração do subs t ra to sobre a 
velocidade da reacção, a mis tura da reacção cont inha enzima e 
concent rações variáveis de cada um dos dis t intos nucleós idos 
monofosfatos utilizados como substratos (IMP, AMP, GMP e XMP),, 
decorrendo a reacção enzimática na presença e na ausência de 0,050 mM 
de Ap4A. 

Os resultados obtidos encontram-se descritos na Tabela 8. Os mesmos 
resultados estão representados na Fig. 26 sob a forma de gráficos v versus 
[S] e l/v versus 1/[S] (Dixon e Webb, 1979). 
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Tabela 7. Especificidade da enzima 5' nucleotidase IMP/GMP 
específica frente a distintos compostos utilizados como substratos. 

Substrato 
(2mM) 

S e m AP4A C o m Ap4A 
(0,050 mM) 

(%) (%) 

5'-IMP 100 100 

5'-GMP 66 84 

5'-UMP 14 27 

5'-XMP 10 21 

5'-AMP 9 4 

5'-CMP 18 5 

3'-AMP <1 <1 

3'-UMP <1 <1 

3'-GMP <1 <1 

2'-AMP <1 <1 

2'-UMP <1 <1 

dAMP <1 <2 

Os resultados, expressos percentualmente, correspondem aos valores médios 
obtidos em quadriplicado, considerando as actividades da enzima sobre o IMP de 
2,9 mU/ml e 12,0 mU/ml, na ausência e na presença de 0,050 mM de AP4A, 
respectivamente. A actividade enzimática foi determinada pela quantificação do Pi. 
Todos os ensaios foram efectuados em duplicado. 
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Tabela 8. Valores das cons tan tes cinéticas Vmáx e Km (So,5) da 5'-
nucleot ídase IMP/GMP específica. 

Substrato 

S e m AP4A Com AP4A 

Substrato 
Km 

Vmáx- (S0,S) n H 

mU/mg mM 

Km 
Vmáx- (So,5) n H 

mU/mg mM 

IMP 

GMP 

XMP 

AMP 

5 0,6 0,8 

25 "4,6 1,0 

26 11 1,2 

15 15 2,3 

25 0,3 1,1 

25 0,7 1,2 

26 4,7 1,0 

15 7,0 1,7 

Estes valores foram obtidos segundo a representação de Hill (Dixon e Webb, 
1979), a partir dos resultados obtidos experimentalmente. Utilizou-se enzima 
parcialmente purificada obtida precipitação com sulfato de amónio (25%-45%) e 
eluição por uma coluna de Sephacryl S-300. 

4.1.d.8. Efectores da 5'-nucleotídase 

4.1.d.8.a. Efeito dos catiões monovalentes 

De acordo com os dados bibliográficos, a presença de catiões 
monovalentes alcalinos, como o Na+ e o K+, quando presentes em 
concentrações elevadas (superiores às dos metais divalentes) são capazes 
de estimular a actividade da enzima 5'-nucleotídase citosólica IMP/GMP 
específica. Esta activação da enzima traduz-se na sua capacidade de 
diminuir e aumen ta r os valores de, respectivamente, K m e Vmax-
enzimáticas, tanto na presença de IMP como na presença de AMP como 
subs t ra tos . A presença destes catiões é ainda capaz de transformar 
cinéticas sigmoidais em cinéticas do tipo hiperbólico, como acontece com o 
AMP como substrato. Os catiões Li+ são, igualmente, capazes de activar a 
enzima mas em menor extensão que os anteriormente referidos (Itoh, 1981; 
I toheYamada, 1990). 

A enzima usada nestes ensaios foi enzima proveniente da coluna de 
fosfocelulose (etapa 3 do processo de purificação), sujeita previamente a 
um processo de dessalinização com uma coluna de PD-10 (ver ponto 3.2.j 
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Fig . 2 6 . R e p r e s e n t a ç õ e s gráf icas do e fe i to d a c o n c e n t r a ç ã o d e 
d i s t i n t o s s u b s t r a t o s n a v e l o c i d a d e de r e a c ç ã o c a t a l i s a d a p e l a 5 ' -
n u c l e o t í d a s e : v versus [S] e l/v versus 1/[S]. 

A mistura de reacção era constituída por 50 mM Imidazol.HCl (pH 6,6), 5 mM 
de MgCl2, 0 ,1% de BSA, 0,22 M de NaCl, concentrações variáveis de distintos 
substratos IMP (0 a 2 mM) (A), AMP (0 a 35,2 mM) (B), GMP (0 a 2.6 mM) (C) e 
XMP (0 a 11 mM) (D), na presença (•) e na ausência (o) de 0,05 mM de Ap4A. e 
enzima (purificada por filtração em Sephacryl S-300). A actividade enzimática foi 
determinada pela quantificação de Pi ( Material e Métodos). 

v e [S], estão expressos em mU/ml e mM, repectivamente. 
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de Material e Métodos), para eliminar o NaCl utilizado durante o seu 
processo de purificação. 

Ensaiou-se o efeito de três catiões monovalentes (Na+, K+ e Li+), a 
concentrações de 0 a 1,2 M. 

(i) Influência de catiões Na+. 
A actividade nucleotidásica aumenta com a concentração do catião, 

alcançando-se u m máximo para valores de cerca de 1,0 M, no qual a 
actividade aumentou umas 8 vezes em relação ao control sem Na+. Na 
presença de Ap4A, a actividade máxima atinge-se para valores de 
concentração em Na+ de cerca de 0,4 M, observando-se uma activação, em 
presença de Na+, de apenas cerca de 2 vezes. Os efeitos estimuladores do 
Ap4A e do Na+ não são aditivos {Fig. 27 A). 

(ii) Influência dos catiões K+. 
O efeito deste ião apenas se observa a concentrações superiores a 0,25 

M. A partir deste valor, a actividade enzimática aumenta, igualmente, 
cerca de 8 vezes. Em presença de Ap4A, alcança-se uma activação máxima 
sensivelmente inferior a 2 vezes [Fig. 27 B). 

(iii) Influência dos catiões Li+. 
Não se observam alterações apreciáveis na actividade da enzima para 

concentrações em Li+ até 1,2 M. Na presença de Ap4A, observa-se uma 
pequena activação da enzima para concentrações de 0,1 M em Li+. Valores 
superiores são inibidores da enzima (Fig. 27 Q. 

4.1.d.8.b. Efeito dos catiões divalentes. 

Os dados descritos na literatura são unânimes em considerar os 
catiões Mg2+, como indispensáveis para a optimização da actividade da 
enzima 5'-nucleotídase citosólica, purificada a partir de distintos tecidos 
ou organismos (Itoh e col., 1967; Itoh, 1981, 1994; Itoh e Oka, 1985; 
Pinto e col., 1987; Spychala e col., 1988; Itoh e Yamada, 1990; Le Hir, 
1991). 

Outros catiões divalentes são igualmente capazes de subst i tuir os 
catiões Mg2+, mas com uma eficácia significativamente inferior, como 
sejam, por ordem decrescente de efectividade, o Co2+, o Ni2+ e o Mn2 + . A 
actividade da enzima é, no entanto, reduzida ou praticamente nula quando 
na presença dos catiões divalentes Ca2+, Zn2+, Cd2+ e o Pb2 + (Itoh e col., 
1967; Itoh, 1981,1994; Tsushima, 1986; Itoh e Yamada, 1990). 

Num primeiro ensaio, utilizando a mistura de reacção padrão, 
comparou-se o efeito de duas concentrações (1 e 5 mM) de distintos catiões 
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A amostra de enzima utilizada (etapa 3 de purificação) foi previamente 
dessalinizada por filtração em gel, como descrito em Material e Métodos. Na 
mistura de reacção utilizou-se o IMP como substrato e variadas concentrações de 
cada um dos diferentes catiões monovalentes indicados: Na+ (A), K+ (B) e Li+ (C). A 
reacção decorreu na ausência (o) e na presença (•) de Ap4A. A mistura foi incubada 
a 37 °C, durante 30 minutos, sendo a actividade nucleotidásica determinada pela 
quantificação do Pi, de acordo com o detalhado em Material e Métodos. Todos os 
resultados foram obtidos em duplicado. 
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divalentes (Mg2+, Mn2+, Co2 + , Cu2+, Ni2+, Zn2 + , Ba 2 + e Ca2 +), sobre a 
actividade da enzima, parcialmente purificada da etapa 3 do processo de 
purificação. Os resultados obtidos {Tabela 9) mostram que: 

(i) O magnésio é o catião que maior efeito exerce sobre a enzima, quer 
na concentração de 1 mM, quer em concentração mais elevada (5 mM). 

(ii) Na presença de catiões Co2 + e de Mn2 + os valores máximos de 
actividade nucleotidásica são, respectivamente, de cerca um terço da 
actividade máxima obtida com os catiões Mg2+. 

(iii) Na presença dos catiões Cu2 + , o valor máximo da actividade 
enzimática corresponde a cerca de 11% da correspondente actividade na 
presença do magnésio, enquanto que com os catiões Ni2+ e Zn 2 + a 
actividade nucleotidásica é, em ambos os casos, uma actividade 
praticamente residual. 

(iv) Os restantes catiões divalentes ensaiados não foram capazes de 
substituir o magnésio ou qualquer um dos restantes catiões na reacção 
enzimática, não tendo praticamente qualquer influência na actividade 
nucleotidásica. 

Curvas de activação dos diferentes catiões divalentes. 

A mistura de reacção foi em tudo semelhante à mistura de reacção 
habitualmente utilizada, sendo o MgCl2 substituído por concentrações 
variáveis, normalmente entre 0 e 10 mM, dos catiões Mg2+, Mn2+, Co2+ ou 
Ni2 + . O ensaio foi efectuado na presença e na ausência de 0,050 mM de 
AP4A como efector enzimático. 

Os resul tados demonstram que a actividade nucleotidásica é 
es t r i c tamente dependente da presença de catiões divalentes e 
particularmente dos iões magnésio, uma vez que, a falta destes se traduz 
na ausência total de actividade nucleotidásica. Obteve-se com este catião e 
na presença de Ap4A, uma curva hiperbólica [Fig. 28), sendo a actividade 
máxima enzimática atingida a partir da uma concentração em magnésio de 
cerca de 1 mM. Nas referidas condições de ensaio o valor de Ka é de 0,5 
mM. Na ausência de Ap4A a actividade máxima da enzima é cerca de 4 
vezes inferior à correspondente actividade verificada quando na presença de 
Ap4A, apresentando valores de Ka cerca de 10 vezes superiores (3,9 mM). 

Com os catiões cobalto e na presença de Ap4A, a curva de activação 
enzimática é hiperbólica, à semelhança da curva obtida com o magnésio, 
podendo substituir os iões magnésio, mas com menor efectividade. O valor 
máximo de actividade é atingido para concentrações em Co2+ de cerca de 3 
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mM, m a n t e n d o - s e esse efeito pelo menos até à concen t r ação de 50 mM 
(resultado não mostrado) . O valor de Ka é de 1,4 mM. 

T a b e l a 9 . C o m p a r a ç ã o do e fe i to e x e r c i d o p o r d i s t i n t o s c a t i õ e s 
d i v a l e n t e s n a a c t i v i d a d e d a e n z i m a 5 ' - n u c l e o t í d a s e I M P / G M P 
espec í f ica . 

l m M 5 m M 

M g2+ 100 1 0 0 

M n 2 + 3 6 12 

C o 2 + 3 0 4 6 

C u 2 + < 1 < 11 

Ni2+ 3 7 

Z n 2 + 6 < 1 

B a 2 + < 1 < 1 

C a 2 + < 1 < 1 

A mistura de reacção utilizada continha os constituintes habituais na mistura de 
reacção padrão e duas concentrações diferentes (1 e 5 mM) dos catiões indicados. A 
mistura foi incubada a 37°C durante 30 minutos e a actividade nucleotidásica 
determinada pela quantificação do Pj formado (Material e Métodos). 

As actividades enzimáticas estão expressas em valor percentual comparativamente 
com a actividade máxima obtida na presença de 1 e de 5 mM de Mg2+, respectivamente, de 
9,8 el2 mU/ml. 

A par t i r da curva dã actividade enzimática, obt ida n a p r e s e n ç a dos 
cat iões níquel , igua lmente n a presença de Ap4A, pode observar-se que a 
reacção enzimát ica , p a r a valores de concentração em Ni 2 + inferiores a 2 
mM, decor re m u i t o l e n t a m e n t e . Para valores s u p e r i o r e s a 2 mM, a 
actividade nucleotidásica, a u m e n t a gradualmente, at ingindo o seu máximo 
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n u c l e o t i d á s i c a . 

A mistura de reacção continha os constituintes normais da mistura de reacção 
padrão, enzima parcialmente purificada da coluna de fosfocelulose e concentrações 
variáveis (0 a 10 mM) de Mg2+. A reacção decorreu na presença (•) ou na ausência 
(o) de 0,05 mM de Ap4A. A mistura reaccional foi incubada a 37°C durante 30 
minutos. A actividade nucleotidásica foi determinada pela quantificação do Pi como 
se descreve em Material e Métodos. 
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na presença de 25 raM em Ni2+, a partir do qual diminui ligeiramente até 
valores de concentração de 50 mM (resultado não apresentado). 

A curva de actividade enzimática obtida com o manganésio, na 
presença de Apz^A, apresenta um aspecto diferente das correspondentes 
curvas obtidas com qualquer outro catião divalente. Verifica-se com este 
catião, um aumento brusco da actividade que se mantém praticamente 
constante entre valores de concentração em manganésio situados entre 0,3 
e 1,0 mM, diminuindo depois abruptamente até valores próximos de zero. 

Na Fig. 29 observam-se, comparativamente, o comportamento da 
enzima na presença dos catiões divalentes referidos, até à concentração de 
10 mM. 

Os resultados obtidos com a enzima de cérebro de rato corroboram os 
descritos com enzimas similares de origens distintas (Itoh e col., 1967, 
1978; Itoh, 1981, 1994; Tsushima, 1986; Spychala e col., 1988; Itoh e 
Yamada, 1990; Le Hir, 1991; Niedzwiecka e Jaroszewizz, 1996). 

4.1.d.8.c. Efeito de nucleótidos, Ap4A e 2,3-difosfoglicerato (2,3-DPG). 

Em 1977, Van den Berghe e col. descreveram, pela primeira vez, o 
efeito estimulador do ATP e do GTP, em concentrações da ordem de mM, 
sobre a enzima 5'-nucleotídase citosólica purificada a partir do fígado de 
rato. O efeito destes nucleósidos trifosfatos sobre a enzima traduz-se na 
capacidade de, simultaneamente, aumentarem e diminuirem os valores de, 
respectivamente, Vmáx e Km, quando utilizam como substratos o IMP, GMP 
e AMP. Estes efectores apresentam ainda a par t icu lar idade de 
transformarem em cinéticas hiperbólicas as cinéticas sigmoidais que se 
verificam quando o AMP é utilizado como substrato (Van den Berghe e col., 
1977; Itoh e col., 1978; Itoh e Oka, 1985; Tsushima, 1986; Spychala e col., 
1988; Itoh e Yamada, 1990). Outros nucleótidos e derivados são 
igualmente capazes de activar a enzima, como por exemplo o dATP (Itoh e 
Yamada, 1990) e o AMP-PCP (P,y-metileno adenosina 5'-trifosfato) (Pinto e 
col., 1987). O ADP bem como o derivado AMP-CP (a,(3-metileno adenosina 
5'-difosfato) - inibidor da ecto-5'-nucleotídase - exercem efeito semelhante, 
mas em menor grau (Bontemps, 1989a,b; Itoh e col., 1986; Itoh e Yamada, 
1990). Estes efeitos activadores foram, em estudos subsequen tes , 
demonstrados, igualmente, em enzimas similares total ou parcialmente 
purificadas de outros tecidos (Spychala e col., 1988; Truong e col., 1988; 
Itoh, 1994). 
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Catiões 2 + (mM) 

Fig . 2 9 . C o m p a r a ç ã o e n t r e os efe i tos dos c a t i õ e s M g 2 + , C o 2 + , N i 2 + e 
M n 2 + s o b r e a a c t i v i d a d e d a e n z i m a . 

A mistura de reacção continha enzima parcialmente purificada da coluna de 
fosfocelulose, 0,050 mM de AP4A e concentrações variáveis (0 a 10 mM) de cada 
um dos catiões em estudo. Os restantes constituintes, bem como o protocolo de 
determinação da actividade nucleotidásica, foram em tudo idênticos aos descritos 
na figura anterior [Fig. 28). 
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Em 1986, o grupo de Sillero (Pinto e col. 1986) ao es tudar o 
metabolismo dos compostos purínicos nos embriões de Artemia descreveu 
pela primeira vez o efeito estimulador do Ap4A sobre a 5'-nucleotídase 
citosólica presente neste crustáceo. Nesse mesmo estudo, verificou ainda 
que esse efeito se reproduzia em enzima similar, purificada a partir do 
fígado de rato. Estudos subsequentes vieram a confirmar o efeito 
estimulador do Ap4A, bem como de compostos com ele relacionados, sobre 
a enzima total ou parcialmente purificada de outras origens (Itoh e 
Yamada, 1990; Le Hir, 1991; Itoh, 1994) O mecanismo de actuação deste 
composto dinucleósido tetrafosfato era similar ao descrito para o ATP, com 
a particularidade de exercer o seu efeito a valores de concentração de duas 
ordens de grandeza inferiores. 

Sensivelmente pela mesma altura, Bontemps e col. descreveram nos 
eritrócitos humanos o efeito estimulador do 2,3-DPG (Bontemps e col, 
1986, 1988, 1989a,b) sobre a 5'-nucleotidase, efeito esse cujo mecanismo 
de acção era semelhante ao descrito para o ATP, diminuindo os valores de 
Km e aumentando a Vmax- Mais ainda, esses efeitos verificavam-se para 
valores de concentrações da mesma ordem de grandeza que os do ATP. 
Es tudos posteriores, em enzimas similares provenientes de distintas 
origens, vieram a demonstrar a universalidade destes efeitos (Itoh e 
Yamada, 1990; Le Hir, 1991; Itoh, 1994). Outros derivados do glicerol, 2-
DPG e 3-DPG, actuam igualmente como efectores da enzima, mas em grau 
inferior (Itoh e Yamada, 1990) 

Mais recentemente, Le Hir (1991), demonstrou a capacidade 
fortemente efectora do decavanadato (forma decamérica do vanadato, um 
composto inibidor das actividades fosfatásicas). Utilizando enzima 
parcialmente purificada dos rins de rato encontrou que a velocidade de 
hidrólise do IMP (1 mM) aumentava 16 vezes, quando na presença de 100 
nM decavanadato. 

Num primeiro ensaio decidiu-se estudar o comportamento de distintos 
compostos como possíveis efectores da enzima 5'-nucleotídase de cérebro 
de rato em idênticas concentrações finais (0,050 mM). O facto de se usar 
este valor de concentração teve como base a experiência adquirida com a 
enzima da Artemia e com o Ap4A como activador (Pinto e col. 1986) . 

Na presença de IMP como substrato na concentração final de 1,0 mM, 
procedeu-se ao estudo dos possíveis efeitos do Ap4A, ATP, ADP, Ado, 
Ado + P 4 , p4A, P4, 2,3-DPG, sobre a actividade nucleotidásica, nas 
concentrações finais de 0,050 mM. 
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Pelos resultados obtidos, detalhados na Tabela 10, pode-se verificar 
que, nas condições de estudo utilizadas, os únicos compostos com 
evidentes efeitos activadores foram o ApztA e o 2,3-DPG e, que, compostos 
estruturalmente semelhantes ao Ap4A, como sejam, P4A, ATP, ADP, P4 e a 
associação Ado + P4, praticamente não exercem qualquer efeito sobre a 

actividade da enzima. 
Ensaiaram-se, em paralelo, PPi e P3, não se tendo verificado qualquer 

efeito sobre a actividade da enzima (resultados não mostrados). 

Tabela 10. Efeito dos d i s t in tos compos tos indicados sobre a 
actividade da enzima 5'-nucleotídase IMP/GMP específica. 

Subst ra to Efector m U / m l A c t i v i d a d e A c t i v a ç ã o 

( lmM) (0,050 mMj (%) 

IMP - 1,8 100 1,0 

+ AP4A 12,3 683 6,8 

+ P4A 2,8 156 1,6 

+ ATP 1,8 100 1,0 

+ ADP 1,5 83 0,8 

+ Ado + P 4 1,8 100 1,0 

+ Ado 1,8 100 1,0 

+ P 4 1,8 100 1,0 

+ 2,3-DPG 7,0 389 3,9 

A determinação da actividade efectuou-se pela quantificação da inosina formada 
utilizando como substrato o IMP, como efectores, os compostos indicados na concentração 
de 0,050 mM e enzima (0,325 mg de proteína) parcialmente purificada (etapa 3). A mistura 
de reacção foi incubada à temperatura de 37°C, durante 40 min, sendo, depois de filtrada, 
analisada por HPLC (ver Material e Métodos). Todos os ensaios foram executados em 
duplicado. (+) e (-) Representam, respectivamente, a presença ou a ausência no meio de 
reacção, dos compostos descriminados. 
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4.1.d.8.d. Estudo comparativo entre o Ap4A e o 2,3-DPG como 
efectores. Determinação das constantes de activação (Ka). 

Para este estudo, na mistura de reacção utilizou-se 1 mM de IMP 
como substrato e concentrações variáveis de Ap4A (0 a 0,2 mM) e de 2,3-
DPG (0 a 5,0 mM). 

A parte A da Fig. 30, representa o perfil cromatográfico dos produtos 
de degradação da actividade 5'-nucleotidásica da enzima sobre o IMP. 
Como se pode observar, à medida que aumenta a concentração de Ap4A no 
ensaio aumenta a quantidade de inosina formada, sendo, contudo esse 
aumento menos pronunciado a partir de uma concentação do efector de 
cerca de 100 \iM. A parte B da mesma Figura, representa o mesmo perfil de 
degradação de IMP na presença de 2,3-DPG como efector. Verifica-se, 
igualmente, o aumento da formação de inosina como resul tado do 
aumento da concentração no meio de ensaio da concentração de efector. A 
partir de valores de concentração em 2,3-DPG de cerca de 500 \xM, 
praticamente não se observa alteração significativa da quantidade de 
inosina formada. 

De acordo com estes resultados, e com os representados na Fig. 31, 
verifica-se que o Ap4A comporta-se como melhor e mais eficaz efector da 
enzima, apresentando valores de Ka, cerca de 6 vezes inferiores aos 
correspondentes valores do 2,3-DPG. 

4.1.d.8.e. Dinucleósidos polifosfatos (ApnA). Constantes de activação 
(Ka) para Ap4A, ApsA e Ap6A. 

Conhecido o comportamento efector do Ap4A sobre a enzima 
pretendeu-se, em seguida estudar o efeito de outros compostos do tipo 
ApnA. O ensaio foi efectuado utilizando 1 mM de IMP como substrato e 
distintos polifosfatos de diadenosina (Ap2A, Ap3A, Ap4A, ApsA e ApôA) na 
concentração final de 0,050 mM. 

Observou-se que enquanto os dinucleósidos polifosfatos do tipo ApnA, 
em que n > 4, activam em cerca de 6 a 7 vezes a 5'-nucleotídase, aqueles 
com um valor de n<4, não exercem qualquer efeito sobre a referida enzima 
[Tabela 11). 

Uma vez que se verificou um efeito activador de Ap4A, ApsA e ApôA 
sobre a 5'-nucleotídase prodeceu-se à determinação das suas constantes de 
activação, adicionando à mistura de reacção anteriormente descrita, 
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A mistura de reacção continha 1 mM de IMP, enzima da etapa 3 de 
purificação e os efectores, Ap4A (A) e 2.3-DPG (B), nas concentrações indicadas. A 
mistura foi incubada a 37°C, durante 45 min e as actividades enzimáticas 
determinadas por HPLC, como se detalha em Material e Métodos. Todos os ensaios 
foram efectuados em duplicado. 
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0,0 0,1 
Efector (mM) 

2,3-DPG (mM) 

F i g . 3 1 . E s t u d o c o m p a r a t i v o e n t r e o Ap4A e o 2 ,3 -DPG c o m o 
e f e c t o r e s d a 5 ' - n u c l e o t í d a s e . Curvas de a c t i v a ç ã o e d e t e r m i n a ç ã o d o s 
v a l o r e s de K a . 

A mis tura de reacção utilizada foi similar à descrita na Tabela 10, 
substi tuindo os distintos efectores em estudo, por AP4A (0 a 0.2 mM) e 2,3-
difosfoglicerato (0 a 5,0 mM). A mistura foi incubada a 37°C durante 45 min. As 
amostras depois de filtradas foram analizadas por HPLC (Material e Métodos). Com 
base nos resultados obtidos, os valores de Ka calculados para o Ap4A e 2,3-DPG 
foram de 44 e 263 \iM, respectivamente. 

Em A, aspecto comparativo entre as curvas de activação de Ap4A(«) e 2,3-
DPG (o) (0 - 0,2 mM); em B, curva de activação da enzima com 2,3-DPG. 
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concentrações variáveis (6,5, 12,5, 25, 50 e 100 |iM) de efector (Ap4A, ApsA 
e ApeA). 

Tabela 1 1 . Efeito dos dinucleósidos polifosfatos (ApnA) sobre a 
actividade da 5'-nucleotidase citosólica IMP/GMP específica. 

Subst ra to Efector mU/ml Actividade Activação 

( lmM) (0,050 mMj (%) 

IMP - 1,6 100 1,0 

+ Ap2A 2,1 131 1,3 

+ Ap3A 1,8 113 1,1 

+ Ap4A 10,3 644 6,4 

+ ApsA 10,0 625 6,3 

+ ApsA 11,0 688 6,9 

A mistura de reacção continha, para um volume final de 0,100 ml, 100 mM de 
solução tampão Imidazol-HCl, pH 7,0, 5 mM de MgCl2, 0,1% de BSA, 0,22M de NaCl, 1 mM 
de IMP, 0,050 mM de um dos seguintes polifosfatos de diadenosina indicados e enzima 
parcialmente purificada. A actividade enzimática foi determinada pela quantificação da 
inosina formada por HPLC. Todos os ensaios foram efectuados em duplicado. 

(+) e (-) Representam, respectivamente, a presença ou a ausência, no meio de reacção, 
dos compostos indicados. 

À medida que aumenta o número de grupos fosfato da cadeia interna 
desses compostos diminuem os valores dos Ka respectivos, apresentando o 
Ap4A o valor mais elevado e o ApôA o valor mais baixo (Fig. 32 e Tabela 12). 

Valores de activação da enzima de 4,3 e 4,2 vezes, respectivamente, 
com Ap4A e AP5A, e de, respectivamente, 2,8 e 2,5, foram encontrados com 
enzima proveniente de pulmão de porco (Itoh e Yamada, 1990) e de 
extracto de levedura (S. cerevisiaé) (Itoh, 1994). Estes valores, apesar de 
determinados com concentrações finais nesses dinucleósidos polifosfatos 
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Fig . 3 2 . C u r v a s de a c t i v a ç ã o e d e t e r m i n a ç ã o d o s va lo re s d e K a d o 
Ap4A, AP5A e ApgA. 

A mistura de reacção continha 1 mM de IMP, enzima parcialmente purificada 
da coluna de fosfocelulose e concentrações variáveis (6,5 a 100 \iM) de cada um 
dos efectores em estudo, AP4A (A), ApsA (B) e Ap6A (C). Após incubação a 373C, 
durante 45 min. As actividades enzimáticas foram determinadas por HPLC, como 
se detalha em Material e Métodos. Todos os ensaios foram efectuados em 
duplicado. 
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de, respectivamente, 1 e 2,5 mM, são inferiores aos descritos neste 
trabalho 

Tabela 12. Valores das cons tantes de activação aparen tes (Ka) do 
Ap4A, Ap5A e ApôA sobre a 5'-nucleotídase. 

Efector v * vmax Ka* 
(mU/ml) (pM) 

Ap4A 23,7 ±5,5 82,9 ± 37,8 

ApsA 22,5 ±5,5 76,6 ±32,2 

ApôA 17,4 ± 1,9 56,6 ± 12,3 

* Os valores de Vmax- e de Ka foram determinados a partir dos resultados 
obtidos experimentalmente e mediante a aplicação de um programa informático a 
esse fim destinado, desenvolvido no laboratório por Rui Fontes, com base nos 
trabalhos de Wilkinson (1961) e Duggleby (1981). 

A activação enzimática verificada pelo Ap3A (1 mM) sobre as referidas 
enzimas, respectivamente, de 2,8 e de 2 vezes (Itoh e Yamada, 1990), não 
foi confimada, neste trabalho, com enzima similar de cérebro do rato. 
Es tas diferenças de activação podem ser explicadas, não só, pelas 
diferentes origens da enzima, mas também, pelas condições de ensaio 
utilizadas, nomeadamente, pela concentração em efector ensaiada (0,05 
mM) e pela presença na mistura de reacção de mais ou menos NaCl, capaz 
de estimular a actividade enzimática. 

4.1.d.8.f. Efeito dos heterodinucleósidos polifosfatos. 

Como se observou nos ensaios realizados anteriormente, apenas os 
dinucleósidos polifosfatos com um número de fosfatos nas suas cadeias 
internas igual o superior a 4 se comportaram como activadores da 5'-
nucleotídase. Com base nestes dados pretendeu-se saber o que ocorreria se 
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se mantivesse constante o número de fosfatos da cadeia e se se alterasse 
uma ou as duas base constituintes deste tipo de compostos. 

Sendo assim, procedeu-se ao estudo dos efeitos de alguns compostos 
polifosfatos relativamente fáceis de obter ou de sintetizar no laboratório, 
posuidores dessas caracteristicas. 

O ensaio foi efectuado nas mesmas condições que o escrito no ponto 
4.1.d.8.2, utilizando como efectores os seguintes compostos: Ap4C Ap4G, 
Ap4I, Ap4U, Ap4X, Ap4A, Ap4eA, ddAp4A e Gp4G. 

De acordo com os resultados obtidos e apresentados na Tabela 13 
verifica-se, que: 

(i) De todos os compostos ensaiados o Ap4A é o que apresenta um 
efeito activador mais potente. 

(ii) Quando uma das bases é a adenina e a outra uma purina 
diferente, Ap4G, Ap îX e Ap4I, obtém-se uma activação comparada com a do 
Ap4A de 80, 65 e 58%, respectivamente; no caso do Gp4G, em que a base 
adenina do Ap4G foi substituída por outra purina (guanina), obtém-se uma 
activação comparada com a do A p ^ de 44%. 

(iii) Se uma das bases é a adenina e a outra uma pirimidina (Ap4U, 
Ap4C) o dinucleósido polifosfato resultante não é activador. 

(iv) Os resultados obtidos com o Ap4eA e o d d A p ^ , indicam que o 
tamanho da base, assim como a integridade da molécula de ribose são 
essenciais para que o A p ^ seja activador. 

4.21.d.8.g. Efeito dos polifosfatos P5 e P15 

A hipótese de estudar a possível capacidade efectora dos compostos 
polifosfatos sobre a actividade da enzima 5'-nucleotídase surgiu como 
resultado da activação da mesma pelo A p ^ , ApsA e Ap6A, e do decréscimo 
dos respectivos valores de Ka aparente de acordo com o aumento do 
número de grupos fosfato internos. 

Para se proceder ao estudo dos polifosfatos decidiu-se, primeiramente, 
es tudar o efeito do P5 e do Pi5, uma vez que consti tuem compostos 
comerciais de polifosfatos de cadeia imediatamente superior a 4, utilizando 
na mistura de reacção 1 mM de IMP e concentrações variáveis (5, 10, 25, 
50, 100, 200 e 500 pM) dos compostos polifosfatos P5 e P15. 

Na Tabela 14 e na Fig. 33 observa-se que, enquanto que o P5 não 
exerce um efeito activador da enzima, o P15 apresenta um comportamento 
similar ao dos dinucleósidos polifosfatos da adenosina, activando a enzima 
em cerca de 7 a 8 vezes. O valor de Ka calculado a partir dos dados obtidos 
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p a r a esse polifosfato foi de 8,0 (iM ± 0,7, inferior aos c o r r e s p o n d e n t e s 
valores obtidos p a r a os dinucleósidos de diadenosina. 

T a b e l a 1 3 . Efe i to d o s h e t e r o d i n u c l e ó s i d o s pol i fosfa tos e d o Gp 4 G 
sob re a a c t i v i d a d e d a 5 -nuc leo t ídase . 

S u b s t r a t o E f e c t o r m U / m l A c t i v i d a d e A c t i v a ç ã o 

( lmM) (0,050 mM) (%) 

IMP - 1,7 100 1,0 

+ Ap4A 8,5 500 5,0 

+ Gp 4 G 3,7 218 2,2 

+ Ap4G 6,8 400 4,0 

+ Ap4I 4,9 288 2.9 

+ Ap4C 1,2 71 0,7 

+ Ap4U 1,8 106 1,1 

+ A p ^ 5,5 324 3,3 

+ Ap4eA 2,6 153 1,5 

+ d d A p ^ 2,8 165 1.7 

A determinação da actividade da 5-nucleotídase foi efectuada mediante a 
quantificação da inosina formada na presença dos efectores indicados e enzima (etapa 3 
do processo de purificação) por HPLC (Material e Métodos). 

(+) e (-) Representam, respectivamente, a presença ou a ausência no meio reaccional 
dos compostos descriminados. 

4 . I . e . Aná l i se c roma tog rá f i ca de polifosfatos c o m e r c i a i s . 

4 .1 . e . l . Análise de P5. 

Os ensa ios a n t e s descr i tos foram efectuados com o polifosfato P5, 
p rodu to da casa Sigma (S-5878), designado como "sodium p h o s p h a t e glass 
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Type 5", com um comprimento de cadeia de fosfatos, segundo a casa 
comercial, de 5 ± 2. 

Tabela 14. Influência dos polifosfatados, P5 e P15, na act ividade 
da 5'-nucleotídase IMP/GMP específica. 

Efector (uM) 

Actividade (mU/ml) 

Efector (uM) P5 P l 5 

5 

10 

25 

50 

100 

200 

500 

1,7 

1,7 

1,6 

1,7 

1,7 

2,0 

2,1 

1,7 

1,7 

6,3 

8,5 

10,2 

12,3 

12,5 

12,8 

14,3 

A determinação da actividade da 5'-nucleotídase foi efectuada mediante a 
quantificação da inosina formada na presença dos efectores indicados e enzima (etapa 3 
do processo de purificação) por HPLC (Material e Métodos). 

Na tentativa de se saber qual a concentração exacta em P5 utilizada 
nos ensaios tornou-se necessário conhecer a verdadeira distribuição dos 
polifosfatos no produto, procedendo-se para isso à análise de uma alíquota 
por cromatografia de troca-iónica (coluna de DEAE-celulose). 

Os resul tados obtidos [Fig. 34) mostram uma série de picos 
correspondentes a Pi, PPj, P3, P4 e P5, como se pode posteriormente 
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Fig. 3 3 . Efe i to d a c o n c e n t r a ç ã o de P15 n a a c t i v i d a d e n u c l e o t i d á s i c a 
d a 5 ' -nuc leo t ídase IMP/GMP específ ica. 

A determinação da actividade foi efectuada, pela quantificação da inosina 
formada, concentrações variáveis de Pi5 e enzima proveniente da coluna de 
fosfocelulose. Após incubação a 37°C durante 45 min, as amost ras foram 
analisadas por HPLC (Material e Métodos). 
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F ig . 3 4 . C r o m a t o g r a f i a do pol i fosfa to P5 c o m e r c i a l (Sigma) e m 
c o l u n a d e DEAE-celulose . 

Numa coluna de DEAE-celulose de 5 ml, equilibrada com uma solução tampão 
de 0,1 M de bicarbonato de amónio (pH 8,0), aplicaram-se 0,06 ml de uma solução 
de P5 10 raM. A coluna foi eluída por um gradiente contínuo de bicarbonato de 
amónio (pH 8,0) de 0,1 M a 0,4 M (200 ml). O fluxo de eluíção foi de 25-30 ml/h. 
A alíquotas das fracções cromatográficas recolhidas (2,2 ml) adicionou-se MgCl2 a 
uma concentração final de 1 mM e 1,7 U de fosfátase alcalina com o fim de 
hidrolizar todos os fosfatos. Depois de incubar a 37°C durante 60 minutos, 
determinou-se o Pi formado (Material e Métodos). 
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demonstrar, mediante a eluição de padrões nas mesmas condições. Como 
se pode observar a maior parte do P5 utilizado estava constituído por PPi. 

4.I.e.2. Análise de P15. 

Nos ensaios efectuados com Pi5 utilizou-se o produto comercial da 
casa Sigma (S-6003), designado como "sodium phosphate glass Type 15", 
possuindo um tamanho médio de cadeia, segundo a casa comercial, de 18 
grupos fosfato. 

Uma vez que este produto P15 actua como activador da 5'-nucleotídase 
IMP/GMP específica, sem prévia purificação, procedeu-se à determinação 
da sua composição qualitativa com o objectivo de saber qual ou quais os 
compostos polifosfatos constituintes eram realmente os causadores desse 
efeito. 

Os resultados observados na Fig. 35. mostram um pico principal que 
deverá corresponder, possivelmente, a Pis e uma série de picos, aos quais 
se assumiu corresponder a compostos com número determinado de 
fosfatos, tendo como referência os perfis de eluição obtidos com o Pi, PPi, 

P3. P4 e P5. 

4 . I . Í . Estudo do efeito activador dos dist intos polifosfatos sobre a 
act ividade da 5'-nucleotídase IMP/GMP específica. Determinação das 
Ka para o P i s , P19. P20 e P35-

Uma vez separados os distintos compostos constituintes do produto 
P15, estudou-se o efeito que individualmente exerciam sobre a actividade 
enzimática, em primeiro lugar a uma concentração final de 0,05 mM e, 
seguidamente, a uma concentração final em fósforo total de 0,75 mM . 

Na mistura de reacção padrão utilizou-se 1 mM de IMP e 0,050 mM do 
polifosfato indicado. 

De acordo com os resultados obtidos observa-se que os polifosfatos, 
com um número de grupos fosfato na sua cadeia igual ou superior a 7, 
comportam-se como activadores da enzima, notando-se ainda, um salto 
significativo de activação com os polifosfatos Pis , P19 e P20- A partir do 
ensaio em que se mantém o fosfato total igual, independentemente do 
polifosfato utilizado, também se concluiu que os polifosfatos Pis P19 e P20. 
são de efeito mais potente (Tabela 15 e Fig. 36). 

Seguidamente , e nas mesmas condições do ensaio anterior, 
determinaram-se as constantes de activação (Ka) para os polifosfatos mais 
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activadores, Pis , Pl9 e P20. utilizando concentrações que variaram entre 0 
e 25 \LM. O S valores de Vmax e Ka obtidos encontram-se detalhados na 
Tabela 16. 

Tabela 15 . Efeito dos dis t in tos polifosfatos na act ividade da 5 -
nucleot idase IMP/GMP específica. 

Polifosfatos Actividade (mU/ml) 

0,05 mM 
(Polifosfatos) 

0,75 mM 
(Pi total) 

- 2,4 2,4 

P5 2,9 4,1 

P7 6,4 10,9 

P9 4,0 7,8 

Pio 6,9 10,1 

P12 9,0 7,9 

Pl3 6,6 6,6 

Pl5 5,7 6,6 

Pl6 4,2 4,6 

Pl8 14,9 13,8 

Pl9 17,9 15,9 

P20 17,1 21,9 ! 

A reacção decorreu na presença de 1 mM de IMP como substrato, de cada um dos 
polifosfatos indicados na concentração final de 0,050 mM ou na concentração em Pi total 
final de 0,75 mM, e enzima parcialmente purificada da etapa 3 do processo de purificação. 
A mistura foi incubada a 37°C durante 45 minutos. As amostras foram analisadas por 
HPLC como se descreve em Material e Métodos. 
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Fig . 3 6 . E fe i to a c t i v a d o r de d i s t i n t o s p o l i f o s f a t o s s o b r e a 5 -
n u c l e o t i d a s e . D e t e r m i n a ç ã o das c o n s t a n t e s de a c t i v a ç ã o (Ka) p a r a o P i s 
(A), P 1 9 (B), P 2 0 (C) e P35 (D). 

A mistura de reacção utilizada foi em tudo idêntica à descrita Fig. 33, 
decorrendo a reacção na presença de 1 mM de IMP e de concentrações variáveis (0 
a 25 |jM) do polifosfato indicado. A mistura foi incubada a 37°C durante 45 minutos 
e analisada por HPLC, como descrito em Material e Métodos. 
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Como os polifosfatos de cadeia mais longa eram os que exerciam um 
maior efeito activador, procedeu-se, igualmente, ao ensaio de P35 da Sigma 
(S-4504), cujo tamanho médio da cadeia é de 35 ± 4, sem qualquer 
purificação prévia, segundo as condições de ensaio anter iores , 
adicionando-se quantidades variáveis (1 a 40 |iM) desse polifosfato. Os 
valores de V m a x e Ka obtidos encontram-se descritos na Tabela 16. 

Tabela 16. Valores de Vm a x e Ka de P i s , P19, P20 e P35* 

E f e c t o r Mnáz* Ka 
(mU/ml) (HM) 

Pl8 10,0 ± 4 , 2 3,5 + 0,5 

Pl9 1 1 , 2 ± 0 , 6 0,9 + 0,2 

P20 11,3+ 1,0 0,6 + 0,2 

P35* 12,5 ± 10,8 1,3 + 0,5 

* Não purificado. 

Os resultados demonstram que o efeito estimulador da actividade da 
enzima por parte dos polifosfatos de cadeia longa exerce-se com valores de 
concentração baixos, apresentando valores de Ka inferiores, em pelo menos 
uma ordem de magnitude, aos correspondentes valores dos dinucleósidos 
de diadenosina. 

Dada a sua semelhança de carga eléctrica com os polifosfatos, 
ensaiou-se igualmente o poli-L-glutâmico (P-1818 Sigma), de massa 
molecular de cerca de 1000, nas mesmas condições protocolares e nas 
concentrações finais de 0,2 mg/ml (120 |iM), não se tendo obtido qualquer 
efeito activador da actividade enzimática. A possibilidade da polilisina (P-
0879 Sigma-PM 4000) actuar como inibidora da actividade enzimática 
(dada a semelhança estrutural com os polifosfatos de cadeia longa que são 
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estimuladores dessa mesma actividade, mas de características catiónicas) 
foi também testada na concentração de 50 ng/ml (12,5 \iM) sem resultados 
positivos. 

4.1.g. Efeito do Pi na actividade da 5'-nucleotídase. 

A inibição pela presença de Pi (1 a 4 mM) da actividade da 5'-
nucleotídase IMP/GMP específica é uma das características comuns a este 
tipo de enzimas de distintas origens. Esta acção é mediada pelo aumento 
dos valores de So,5 de todos os substratos, não modificando as velocidades 
máximas das reacções em que intervêm (Van den Berghe e col., 1977; Itoh, 
1978, 1981; Tsushima, 1986; Itoh e Yamada, 1990; Le Hir, 1991). Esta 
inibição é revertida pela presença de activadores, como seja o ATP (Van den 
Berghe, 1977; Itoh e Oka, 1985; Itoh e col., 1986; Itoh e Yamada, 1990). 
Esta reversão é tanto maior quanto maior for a concentração dos 
activadores (Tsushima, 1986). 

Procedeu-se ao estudo do efeito do Pj sobre a actividade da enzima, 
utilizando-se na mistura de reacção como substrato 14C-GMP, variadas 
concentrações de Pi (0, 0,25, 0,50, 1,25, 2,50, 5,00 mM) e enzima. 
Observou-se, a partir dos resultados experimentais {Fig. 37] um efeito 
inibidor importante sobre a actividade da enzima por parte dos iões P,, 
quer na presença quer na ausência de 0,1 mM de AP4A, corroborando os 
resultados obtidos com enzimas similares de outras origens. Nas condições 
de ensaio utilizadas não se verificou uma significativa reversão do efeito 
inibitório do Pi pelo Ap4A, que pode ser explicada pelas baixas 
concentrações de activador utilizadas. 

4.1.h. Actividade fosfotransferásica da 5'-nucleotídase IMP/GMP 
específica. 

Para além de ter uma acção nucleotidásica sobre os nucleósidos 
monofosfatos, a enzima 5'-nucleotídase IMP/GMP específica possui a 
capacidade adicional de actuar como catalisadora na transferência de um 
grupo fosfato de um dador conveniente a um receptor apropriado, como já 
foi exemplificado no ponto 1.2.cl, do capítulo de Introdução. 

Num es tudo prel iminar comparou-se qual dos nucleósidos 
monofosfatos, IMP ou GMP, possuía maior capacidade de ceder o seu grupo 
fosfato a um substrato aceitador. Como substrato aceitador de grupos 
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Fig . 3 7 . Efe i t o i n i b i d o r do Pi n a a c t i v i d a d e d a 5 ' - n u c l e o t i d a s e 
IMP/GMP especí f ica . 

A mistura de reacção, para um volume final de 12,5 (il, era constituida por 
0,52 mM de GMP, 0,05 |lCi de 14C-GMP, concentrações variadas de Pj e enzima 
parcialmente purificada da coluna de fosfocelulose (pico III), concentrada em 
Centriplus 50 (Amicon), na presença (•) e na ausência (o) de 0,1 mM de AP4A. A 
reacção decorreu à temperatura de 37°C e após incubação aplicaram-se 0,003 ml 
em placa de PEI-celulose. A placa foi eluída com água e a actividade da enzima 
determinada pela quantificação da guanosina marcada radioactivamente resultante 
da hidrólise de 14C-GMP, como descrito em Material e Métodos. 



143 

fosfato uti l izou-se a guanos ina por ser o nucleósido marcado 
radioactivamente mais facilmente disponível. 

A observação dos resultados obtidos, descritos na Tabela 17, apontam 
no sentido de considerar-se o IMP como melhor dador de grupos fosfato 
que o GMP. Estes dados conduziram a que se utilizasse no estudo da 
actividade fosfotransferásica, o IMP como nucleótido dador de grupos 
fosfato. 

Tabela 17. Estudo comparat ivo entre o 5'-IMP e o 5'-GMP como 
subst ra tos fosforilantes da guanosina. 

Efector 

Ap4A (mM) 

Dador 
GMP IMP 

60 min 120 min 60 min 120 min 

0,1 

0,4 

333* 783 582 1295 

1262 3826 3785 5435 

4316 6673 2000 5403 

Na mistura de reacção utilizou-se 5 mM de IMP ou GMP, lmM de Guo e 0,5 uCi de [8-
3H] Guo (19 Ci/mmol) e enzima parcialmente purificada da etapa 3 de purificação. A 
reacção enzimática decorreu na ausência e na presença de duas concentrações finais 
distintas (0,1 mM e 0,4 mM) de Ap4A como activador. Após incubação a 37°C durante 60 e 
120 min, alíquotas de 3 jal foram aplicadas numa placa de cromatografia de TLC de PEI-
celulose. A placa foi eluída com água destilada e a actividade fosfotransferásica 
determinada pela quantificação da radioactividade incorporada no GMP (Material e 
Métodos). 

* Os resultados estão expressos em pmoles de [8-3H]GMP formados. 

4 .2 .h . l . Perfil cromatográfico da actividade 5'-nucleotidásica e 
fosfotransferásica em coluna de Dyematrex Green A. 

Durante o processo de escolha das etapas mais adequadas para a 
purificação da 5'-nucleotídase IMP/GMP específica ensa ia ram-se 
simultaneamente as actividades 5'-nucleotidásicas e fosfotransferásicas 
com o fim de establecer se se tratava ou não da mesma enzima. 
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Assim, no caso particular da cromatografia em Dyematrex Green A 
(etapa 4 de purificação), determinaram-se ambas as actividades nas 
fracções resultantes. Os resultados obtidos, representados graficamente na 
Fig. 38, mostram idênticos perfis entre as duas actividades enzimáticas, 
bem como a existência de uma razão praticamente constante das 
actividades nucleotidásica versus fosfotransferásica, ao longo de todo o 
perfil cromatográfico. 

4.1.h.2. Efectores da actividade fosfotransferásica. ApnA(N), 2,3-DPG e 

Pl5-

Utilizando os compostos dinucleósidos polifosfatos com capacidades 
efectoras previamente demonstradas sobre a actividade nucleotidásica da 
enzima 5'-nucleotídase IMP/GMP específica, estudou-se o comportamento 
desses mesmos efectores sobre a actividade fosfotranferásica. 

Na mistura de reacção, idêntica à anterior, utilizaram-se distintos 
efectores enzimáticos (Ap4A, Ap5A, Ap6A, Ap4G, Ap4X, Ap4U, Pi5 e 2,3-
DPG) na concentração final de 0,1 mM e enzima. 

Os resul tados obtidos {Fig. 39 e Tabela 18) mostram que, nas 
condições de ensaio: 

(i) Os compostos activadores da actividade 5'-nucleotidásica são 
igualmente capazes de exercerem efeitos similares sobre a actividade 
fosfotransferásica. 

(ii) Entre todos os compostos estudados os dinucleósidos polifosfatos 
de diadenosina (Ap^A, ApsA e Ap6A) são os que exercem um efeito activador 
mais efectivo (8 a 10 vezes), à semelhança do que ocorre com a actividade 
nucleotidásica. 

(iii) Encontram-se valores de activação ligeiramente inferiores (cerca 
de 8) quando uma base dos heterodinucleósidos polifosfatos é a adenina e 
a outra é uma base purínica distinta (Ap4G e Ap^X). Quando a segunda 
base é uma pirimidina (Ap4U) o efeito activador é significativamente 
inferior. 

(iv) O composto polifosfato P15 é igualmente um bom activador (cerca 
de 8 vezes), valores similares aos descritos para os dinucleósidos 
polifosfatos. 

(v) A activação da enzima pelo 2,3-DPG (cerca de 4 vezes) é metade da 
obtida com os dinucleósidos polifosfatos e com o Pi5. 

Mais ainda, pode observar-se que, em geral, o ensaio é linear até aos 
60 min de incubação. 
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F ig . 3 8 . Pe r f i s c r o m a t o g r á f i c o s d a s a c t i v i d a d e s n u c l e o t i d á s i c a e 
f o s f o t r a n s f e r á s i c a d a 5 ' - n u c l e o t í d a s e IMP/GMP espec í f i ca e m c o l u n a de 
D y e m a t r e x Green A. 

A uma coluna de Dyematrex Green A de 1,7 ml aplicaram-se 5,8 ml de enzima 
parcia lmente purificada da coluna de fosfocelulose. A coluna foi eluída 
sucessivamente com 5 ml de TSE, suplementado com 0,5 M de NaCl, e com 8,0 ml 
de cada uma das seguintes soluções de NaCl na mesma solução tampão: 1,0 M, 2,0 
M e 3,0 M. O fluxo de eluíção foi de 40 ml/h. O volume das fracções foi de 0,85 ml. 
As actividades nucleotidásicas (•) das fracções foram determinadas pela quantificação 
do Pi. Em paralelo determinaram-se as actividades fosfotransferásicas (o), mediante a 
quantificação do GMP marcado radioactivamente, utilizando como substratos dador o 
IMP e como receptor a [8-3H] guanosina, na presença de 0,1 mM de Ap4A como 
efector, segundo o descrito em Material e Métodos. 

(x) Representa as razões entre as actividades 5'-nucleotidásica versus 
fosfotransferásica. 
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Fig. 3 9 . R e p r e s e n t a ç ã o gráfica do efeito de d i s t i n t o s c o m p o s t o s c o m o 
e f e c t o r e s d a a c t i v i d a d e fos fo t r ans fe rás i ca d a 5 ' - n u c l e o t í d a s e I M P / G M P 
espec í f i ca . 

A mistura de reacção continha 5 mM de IMP, lmM de Guo e 0,5 |iCi de [8-3H] 
Guo (19 Ci/mmol), 0,1 mM de cada um dos seguintes compostos: AP4A (•), ApsA (A), 
Ap6A (■), Ap4G (o), Ap4X (A), Ap4U (n), P 1 5 (x) e 2,3-DPG (+) e enzima (etapa 3 do 
processo de purificação). Após incubação a 37 °C durante os tempos indicados, 
aliquotas de 3 [li foram aplicadas numa placa de cromatografia de TLC de PEI-
celulose. A placa foi eluida com água destilada e a actividade fosfotransferásica 
determinada pela quantificação da radioactividade incorporada no GMP (Material e 
Métodos). A linha continua sem símbolos, representa a actividade fosfotransferásica 
na ausência de efectores. 
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A activação obtida com o Ap4A e com 2,3-DPG da actividade 
fosfotransferásica t inha sido previamente descri ta em linfoblastos 
humanos (Johnson e Fridland, 1989), no carcinoma de cólon humano 
(Tozzi e col., 1991), no timo de vaca (Pesi e col., 1994, 1996) e em 
fibroblastos do pulmão de hamster (Turriani e col., 1994). 

Tabela 18. Influência de dist intos dinucleósidos polifosfatos, 2,3-
DPG e polifosfato P i s na ac t iv idade fos fo t ransferás ica da 5"-
nucleot ídase IMP/GMP específica. 

Efectores Actividade relativa 
(0,1 mM) (%) 

- 100 
Ap4A 831 
Ap5A 1024 

ApôA 1007 

Ap4G 772 
Ap4X 757 
Ap4U 212 

2,3-DPG 395 

Pl5* 762 

Os resultados foram determinados a partir os valores obtidos ao fim de 30 minutos 
de incubação da mistura de reacção descrita na Fig. 39. 

(-) Ausência de efector; (*) P i5 sem purificação prévia. 
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4.1.1. Níveis de 5'-nucleotidase IMP/GMP específica em dis t in tos 
tecidos de ra to . 

Como foi referido anteriormente quando se utilizou a coluna de 
cromatografia de afinidade de Dyematrex Green A, durante os estudos 
preliminares do processo de purificação da 5'-nucleotidase IMP/GMP (ver 
ponto 4.1.a.5) observaram-se dois picos de actividade enzimática, 
utilizando o IMP como substrato da enzima: (i) o primeiro, quando se eluía 
com TSE suplementado com 1,0 M de NaCl e (ii) o segundo, quando a 
eluição se processava igualmente com a mesma solução tampão mas agora 
suplementada com 2,0 M de NaCl. A análise posterior de ambos os picos 
mostrou que: (i) electroforeticamente, na presença de SDS, apresentavam 
uma banda característica correspondente a um valor de massa molecular 
de 52 kDa, compatível com o respectivo valor de massa molecular da 
enzima em estudo; (ii) possuíam igualmente actividade fosfotransferásica, 
utilizando o IMP, como substrato dador, e a guanosina, como substrato 
aceitador de grupos fosfato; e, (iii) as razões entre as respectivas 
actividades fosfotransferásica e nucleotidásica eram prat icamente 
similares. 

Com base nestes resultados, decidiu-se, neste suporte cromatográfico, 
estudar o comportamento da enzima 5'-nucleotídase IMP/GMP específica 
provenientes de outros tecidos do rato (coração, fígado, pulmão e 
testículos) com o intuito de verificar se esse comportamento era específico 
desta enzima cerebral ou se era comum às mesmas enzimas presentes em 
outros tecidos. Para efectuar este estudo, os ratos foram mortos por 
exsanguentação, mediante punção cardíaca, evitando deste modo qualquer 
contaminação proveniente do tecido sanguíneo. Os tecidos foram 
imediatamente colhidos e homogeneizados em Polytron com solução 
tampão de THE, num volume correspondente a 5 vezes o seu peso, sendo 
posteriormente tratados como descrito anteriormente na obtenção da 
fracção citosólica celular. 

Dado que este estudo se efectuou mediante a aplicação directa na 
coluna de Dyematrex Green A, do material correspondente à etapa 2 de 
purificação (ver Tabela 4) dos distintos tecidos, procurou-se saber, 
previamente, em que zona ou em que fracções eluíam as actividades 
fosfatásicas inespecíficas, utilizando o cérebro como material de ensaio 
exemplificativo. Este estudo tornava-se necessário uma vez que estas 
enzimas hidrolisam os nucleósidos monofosfatos, podendo, por isso, 
interferir na determinação da actividade nucleotidásica. Observando os 
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resultados obtidos, com o tecido cerebral [Fig. 40), verifica-se que as 
actividades fosfatásicas inespecíficas eluem aquando a lavagem da coluna 
com solução de TSE, suplementada com 0,5 M de NaCl, não apresentando 
praticamente alguma actividade ao longo do restante perfil de eluição. 

No tratamento cromatográfico das amostras dos distintos tecidos que 
se seguiu, a quantidade em volume de amostra a aplicar dependia do tecido 
a estudar. Porém, e para que todos os tecidos estivessem em condições de 
ensaio comparáveis, a quantidade total em proteínas aplicada por cada 
tecido foi, invariavelmente, de cerca de 5 mg. Os perfis cromatográficos 
obtidos com os distintos tecidos [Fig. 41) confirmaram a existência, em 
todos os tecidos estudados, de dois picos de actividade 5'-nucleotidase 
compatíveis com os observados com o tecido cerebral, eluídos a diferentes 
concentrações de NaCl (1,0 M e 2,0 M). 

Na tentativa de explicar os resultados anteriores pretendeu-se verificar 
se a existência dos dois picos de actividade seria consequência de uma 
possível acção de enzimas proteolíticas presentes nos diferentes tecidos 
analizados. Com este fim, compararam-se os perfis obtidos com o perfil de 
actividade da enzima 5'-nucleotídase IMP/GMP específica proveniente de 
cistos de Artemia, tratados como se detalha em Material e Métodos, uma 
vez que, na sua fase cística este invertebrado não possui, ou apenas possui 
residualmente, actividades proteolíticas (Osuna e col., 1977) e fosfatásicas 
(Raineri, 1987). Dado que, a 5'-nucleotídase presente quer nos cistos de 
Artemia quer nos diferentes tecidos apresentam perfis cromatográficos 
similares, nas mesmas condições de eluição da coluna (Fig. 41 A), a 
hipótese de possíveis efeitos proteolíticos serem os responsáveis pelos dois 
picos de actividade obtidos deverá ser praticamente descorada. 

A partir dos resultados obtidos nas condições de ensaio anteriores 
podem-se, ainda, obter algumas conclusões, part icularmente no que 
respeita à distribuição quantitativa da enzima nos distintos tecidos 
es tudados . Comparando os valores de actividade específica entre os 
diferentes tecidos estudados (Tabela 19), observa-se que o coração é o que, 
em princípio, possui o valor mais elevado. Os valores de actividade 
enzimática elevados obtidos com a enzima do tecido cardíaco podem, 
contudo, não ser exclusivamente devidos à 5'-nucleotídase IMP/GMP 
específica. Este órgão além de possuir a 5'-nucleotídase IMP/GMP 
específica possui ainda uma outra 5'-nucleotídase distinta que actua 
principalmente sobre o AMP (5'-nucleotidase AMP específica), embora 
também actue sobre o IMP (Newby, 1988; Truong e col., 1988; Darvish e 
Metting 1993). De facto, os resultados obtidos nestas condições apontam 
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Fig 4 0 . Perfi l c r o m a t o g r á f i c o d a a c t i v i d a d e d a 5 1 - n u c l e o t i d a s e 
IMP/GMP espec í f i ca e d a s fosfá tases inespec í f icas de c é r e b r o d e r a t o 
n u m a c o l u n a de D y e m a t r e x Green A. 

Aplicou-se numa coluna de Dyematrex Green A de 1,3 ml de volume (1,6 
cm x 1,0 cm), uma amostra (28 mU) de enzima da etapa 2 de purificação de 
tecido cerebral do rato. A coluna foi lavada com uma solução de TSE 
suplementada com 0,5 M de NaCl, sendo eluída 3 vezes sucessivas com a 
mesma solução tampão de TSE, suplementada com (i) 1,0 M, (ii) 2,0 M e (iii) 3,0 
M em NaCl. O fluxo de eluição foi de 40 ml/h e as fracções recolhidas de 0,85 
ml. As actividades da 5'-nucleotídase citoplasmática (•), na presença de Ap4A, 
foram determinadas através da quantificação do Pi e expressas em mU/ml 
(Material e Métodos). As actividades das fosfátases inespecíficas (x) foram 
determinadas, a pH 7,0, usando o p-nitrofenilfosfato (6 mM) como substrato e 
acompanhando a absorção a 405 nm; O perfil proteico (tracejado) foi 
determinado mediante a leitura dos valores de absorção a 280 nm. 



F i g . 4 1 . Pe r f i s c r o m a t o g r á f i c o s d a 5 ' n u c l e o t i d a s e I M P / G M P 
espec í f ica de d i s t i n t o s t e c i d o s do r a t o e de c i s t o s de Artemia. 

Alíquotas de enzima dialisada, com um teor em proteínas de cerca de 5 mg, 
provenientes da precipitação por sulfato de amónio (0 a 45%) de homogeneizados 
cistos de Artemia e de cada um dos tecidos de rato indicados foram aplicados 
numa coluna de Dyematrex Green A de 1,3 ml de volume. As condições de eluição 
e a determinação das actividades enzimáticas nas fracções eluídas foram idênticas 
às descritas na Fig. 40. 

Em A, cistos de Artemia; B, cérebro; C, coração; D, fígado; E, pulmão e F, 
testículos. 
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para o facto de a razão entre as actividade sobre o IMP e o AMP, para a 
enzima 5'-nucleotidase IMP/GMP especifica, ser superior no cérebro que no 
coração (4,58 e 1,50, respectivamente) (resultados não apresentados). 

Comparando as actividades enzimáticas totais por peso de tecido 
(mU/g de tecido) da 5'-nucleotídase IMP/GMP específica nos distintos 
tecidos e nas condições de ensaio, encontram-se os valores mais elevados 
nos testículos e no fígado e os mais baixos no cérebro. Distribuição 
semelhante da actividade enzimática foi encontrada por Itoh e col. (1991, 
1992), utilizando técnicas imunológicas, apresentando valores que, embora 
distintos, são da mesma ordem de grandeza. As razões entre os picos de 
actividade I e II estão compreendidas entre 1,5 (cérebro) e 2,0 (pulmão), 
com excepção dos testículos que atingem valores de 3,8. 

4 . 2 . M e t a b o l i s m o de n u c l e ó t i d o s p u r í n i c o s e m e x t r a c t o de 
c é r e b r o . 

4.2.a. Introdução. 

Os estudos que se descrevem neste capítulo pretendem contribuir para 
um melhor conhecimento do papel das 5'-nucleotídases no metabolismo 
dos nucleótidos purínicos, sob um ponto de vista mais geral. 

Dado a grande dificuldade experimental de realizar in vivo este tipo de 
es tudos , recorreu-se a extractos crus de cérebro de ra to , mais 
concretamente ao respectivo sobrenadante de 150000 x g, obtido num meio 
isotónico, como se refere na parte de Material e Métodos. O extracto foi 
incubado num meio tamponado, na presença de nucleósidos monofosfato: 
AMP, IMP, GMP e XMP. Alíquotas da mistura de reacção foram analisadas 
por HPLC, obtendo-se o perfil cromatográfico dos produtos de degradação 
correspondentes. Em cada caso, os produtos foram identificados pelo 
espectro de absorção no ultravioleta e por comparação com padrões que se 
analisaram em paralelo. 

Com a análise destes resultados obteve-se uma visão parcial do papel 
das 5'-nucleotidases no metabolismo dos nucleósidos monofosfato, que se 
ampliou com u m estudo mais sistemático do destino metabólico dos 
produtos resul tantes da degradação destes nucleótidos. Este estudo 
metabólico mais detalhado desenvolveu-se segundo duas vertentes -
experimental e matemática - sendo esta última uma ferramenta flexível e 
muito útil para estudar situações e hipóteses metabólicas que seriam 
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muito laboriosas e algumas vezes quase impossíveis de levar a cabo 
experimentalmente. Como se verá, seguidamente, estes dois tipos de 
estudos resultaram complementares para entender melhor o metabolismo 
dos nucleótidos purínicos no cérebro. 

4.2.b. Visão geral do metabolismo dos nucleósidos monofosfato: 
AMP, IMP, GMP e IMP. 

O procedimento geral utilizado neste estudo foi o seguinte: 
A fracção citoplasmática de cérebro de rato, utilizada como fonte de 

enzimas, foi obtida em meio isotónico (ver Material e Métodos) e dialisada 
durante 16 horas frente a tampão TS. Os ensaios realizaram-se com o 
extracto recém-obtido e sem congelação prévia. A mistura de reacção, para 
um volume final de 0,15 ml continha os seguintes componentes: 50 mM 
Tris.HCl (pH 7,4), 5 mM MgCl2 e distintos nucleótidos (AMP ou IMP ou 
GMP ou XMP) em duas concentrações finais diferentes de 0,2 e 1 mM. As 
misturas de reacção incubaram-se a 30°C, recolhendo-se alíquotas ao fim 
dos tempos indicados na Figuras (geralmente de 0, 10, 30 e 60 min) que 
foram analisadas mediante HPLC, como se indica em Material e Métodos. 
Seguidamente descrevem-se os resultados obtidos com este procedimento. 

Degradação de AMP 

Os painéis da esquerda e da direita da Fig. 42 indicam os resultados 
obtidos na presença de AMP nas concentrações finais de 1 e 0,2 mM, 
respectivamente. O pico que aparece com um tempo de retenção (tr) de 
cerca de 10,5 min corresponde ao AMP. No painel da esquerda (AMP, 1 mM) 
observa-se que durante o tempo de reacção a percentagem de AMP 
consumido foi muito baixo, enquanto que no painel da direita, esse 
consumo de AMP pode ser apreciado perfeitamente no cromatograma. Em 
ambos os casos, os produtos de degradação que se obtiveram foram 
adenosina (Ado) (tr, 3,9), inosina (Ino) (tr, 3,6) e hipoxantina (H) (tr, 3,2). 

Ainda que à primeira vista pareça mais elevada a velocidade de 
formação dos produtos de degradação, no caso em que se utilizou AMP 0,2 
mM, verifica-se que não é assim. Neste tipo de representações, nas quais se 
recolhem vários cromatogramas s imul taneamente , o computador 
representa-os, tomando como referência o pico cromatográfico mais alto. 
No caso de AMP 1 e 0,2 mM a altura deste pico foi de, respectivamente, 350 
e 175 miliunidades de absorvância (mAu). Por sua vez, a altura do pico 
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Fig. 4 2 . Perf i l c r o m a t o g r á f i c o dos p r o d u t o s de d e g r a d a ç ã o d o 
AMP e m e x t r a c t o de c é r e b r o . 

Para um volume final de 0,15 ml a reacção continha 50 mM de Tris, HC1 
(pH 7,4), 5 mM de MgCl2, 1 ou 0,2 mM de AMP (painel da esquerda e da 
direita, respectivamente) e fracção citoplasmática de extracto de cérebro. A 
mistura foi incubada a 30CC, retirando-se, aos tempos indicados, alíquotas que 
foram analisadas por HPLC, como se descreve em Material e Métodos. 

(1, hipoxantina; 2, inosina; 3, adenosina; 4, AMP). 
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cromatográfico é condicionada pela quantidade total de amostra que se 
aplica na coluna, o mesmo é dizer, do grau de diluição da amostra a 
analisar. 

Degradação de IMP 

A degradação do IMP [Fig. 43) teve como produtos a inosina (tr, 3,6) e 
a hipoxantina (tr, 3,2). O pico pequeno que se observa, com um tr de 6,3, 
visível na maior parte dos cromatogramas, é uma contaminação presente 
no extracto de cérebro. 

As considerações que se fizeram para o AMP, referente ao tamanho 
relativo dos picos, aplica-se, igualmente, a este caso e ao dos nucleótidos 
que se seguem. 

Degradação de GMP 

Com a incubação deste nucleótido em extracto de cérebro obtiveram-
se alguns resultados interessantes e significativos (Fig. 44): (i) a tempos 
curtos, o único produto visível da degradação deste nucleótido é a 
guanosina (tr, 3,3 min); (ii) no caso de GMP 0,2 mM o aparecimento, ao 
fim de 60 min de incubação, de um pico de xantina, em posição de tr de 
cerca de 4,9 min, não se observando, contudo, o aparecimento de guanina; 
(iii) a incubação da amostra até às 24 horas mostrou que todo o GMP foi 
convertido em dois compostos: xantina (tr, 4,9 min) e outro de natureza 
desconhecida com um tr de 5,6, e com um espectro parecido com o da 
xantina. 

Degradação de XMP 

A partir de XMP (Fig. 45) originou-se a xantosina como produto 
principal, ao qual corresponde um valor de tr de 6,1. 

4.2.C. Determinação e compilação das cons tan tes c iné t icas das 
e n z i m a s imp l i cadas no metabo l i smo dos nuc l eó t i dos pu r ín i cos 
p resen tes em extrac tos de cérebro. 

Para o cálculo matemático, a que se referirá posteriormente, tornava -
se necessário conhecer as velocidades máximas e as constantes cinéticas 



159 
! 

mAU ■ 3 mAU : 3 
■ 0' 0' 

200^ 100r 
- 80 -

150-
6 0 -

100 H 
4 0 -

\ 
\ 

50^ 20 -. 2 l\ 
n - / V ! 0 - - ^ g m

A ■ 1 i 
1 ' i 

5 
1 
mir 0 5 . Ï 

min 

mAU j 3 m A U " 

10' 1 : 10' T 
200- 1 100 -

• Í 8 0 - 1 
150-

60 - I 
100 -. 

4 0 - i 
2 

5 0 - 2 0 ^ 

0 " 
2 
A /I o-i 

c 

/ \ 
1 ' i 

5 mir 

o-i 
c ) 

1 
5 ' .) 

min 

mAU - 3 m A U " 
i 
1 
s 20' 1 ": 20' 3 j 

200 -_ l oo - ; ; 
8 0 - ! 

150- i 

60-; 2 i 

100-
4 0 T Í 

5 0 - 2 2 0 -

0 ' A / I 0 - jj\ . -,. * > 
1 
5 

i 
mir D 

i ■ ■ 

5 mir 

mAU_ 3 mAU" 

30' 30' 
200- 100- ■Ó 

1 
80 -

150- 1 
60 -

100-
40 -

50- 2 20-
í 

1 1 
i ; 'I 0 - J l . / 

—1
 r 

5 
1 
mir 

1 — 
0 

i 
5 mir 

mAU . mAU" 

: 60' 3 
j 60' 2 

200 - \ 100- | 3 
] 80-

150 7; 
i 60-

100^ : 40- ': 
5 0 ^ 2 

J 20 1 
a 

0 -

2 
J A 0 i , } \ \ . a 

0 -

2 
J A 0 

5 mi r 
i 
0 5 mir 

Fig. 4 3 . Perfi l c r o m a t o g r á f i c o dos p r o d u t o s de d e g r a d a ç ã o d o 
IMP e m e x t r a c t o de c é r e b r o . 

A mistura de reacção foi idêntica à descrita na figura anterior , 
substituindo o AMP pelo IMP, nas mesmas concentrações finais de 1 (painel 
da esquerda) e 0,2 mM (painel da direita). A análise das amost ras foi 
efectuada por HPLC (ver Material e Métodos). 

(1. hipoxantina; 2. inosina; 3. IMP). 
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Fig. 4 4 . Perfi l c r o m a t o g r á f i c o d o s p r o d u t o s de d e g r a d a ç ã o do 
GMP e m e x t r a c t o de c é r e b r o . 

A mistura de reacção foi idêntica à descrita na Fig. 42, substituindo o 
AMP pelo GMP, nas mesmas concentrações finais de 1 (painel da esquerda) e 
0,2 mM (painel da direita). A análise das amostras foi efectuada por HPLC 
(ver Material e Métodos). 

(1. guanosina; 2. xantina; 3. composto de natureza desconhecida; 4. 
GMP). 
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A análise-dos produtos de degradação do XMP (1 e 0,2 raM, painel da 
esquerda e da direita, respectivamente)) em extracto de cérebro foi efectuada, 
segundo o procedimento e condições idênticas às dos anteriores nucleótidos 
AMP, IMP e GMP (ver legendas das Figuras respectivas). 

(1. xantosina; 2. XMP). 
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das enzimas que participam nos passos intermediários do metabolismo dos 
nucleótidos purínicos. 

Em todos os casos, com excepção da 5'-nucleotidase, considerou-se 
Vmax como a velocidade determinada experimentalmente em presença do 
correspondente nucleótido, nucleósido ou base, a uma concentração de 1 
mM. A velocidade determinou-se a distintos tempos com o objectivo de se 
assegurar que se estava numa zona linear. As amostras analisaram-se por 
HPLC. No caso da 5'-nucleotidase, calculou-se o valor de Vmax a partir dos 
resultados experimentais, considerando os respectivos valores de Km 

determinados. Os resultados experimentais obtidos encontram-se na 
Tabela 20. As unidades de medida das Vm a x referidas foram uniformizadas 
em termos de mU/mg de proteína. Para passar estas unidades a mU/g de 
cérebro basta multiplicar pelo factor 8. Os valores de Km e de Kj para os 
compos tos implicados em cada reacção foram de te rminados 
experimentalmente ou recolhidos da literatura, segundo se indica na 
Tabela 20. 

4.2.d. T ra t amen to matemát ico geral. Caso do metabol ismo de 
derivados da adenina e hipoxantina. 

O tratamento matemático está em parte inspirado nos trabalhos de 
Franco e Canela, 1984. Estes investigadores realizaram um estudo sobre os 
níveis que os compostos purínicos e seus derivados - nucleótidos. 
nucleósidos e bases - poderiam alcançar em estado estacionário num 
sistema modelo. Aqui utilizou-se um modelo parecido, aplicado ao caso 
dos extractos crus de cérebro. Para isso, seguiram-se os seguintes passos: 

a) Descrição das vias metabólicas possíveis dos nucleótidos de 
adenina e hipoxantina (Fig. 46). 

b) Formulação geral das equações da velocidade das enzimas 
participantes neste metabolismo [Tabela 21). 

c) Formulação das equações diferenciais gerais (Tabela 22). 
d) Formulação matemática de casos particulares 

4.2.d.l . Tratamento matemático geral 

Como o metabolismo dos nucleótidos da adenina e da hipoxantina 
estão intimamente relacionados, procedeu-se ao seguinte tratamento 
matemático: 
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F ig . 4 6 . E s q u e m a g e r a l do m e t a b o l i s m o dos c o m p o s t o s 
p u r í n i c o s de r ivados da a d e n i n a e h ipoxan t ina . 

Substratos: a, AMP; b, adenosina; c, IMP; d, inosina; e, hipoxantina (H); 
f, ATP; g, ADP. Enzimas (En): E l , 5'-nucleotídase solúvel de alta afinidade; 
E 2 . 5'-nucleotídase IMP/GMP específica; E3 , AMP desamínase; E4. 
adenosina desamínase; E5, nucleosidase; E6. adenilato cínase ou miocínase; 
Ej, adenosina cínase. V n , velocidade máxima da reacção enzimática 
catalisada por En-
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T a b e l a 2 0 . Valores d a s c o n s t a n t e s c i n é t i c a s [Km e K{) d a s 
e n z i m a s i n t e r v e n i e n t e s n o m e t a b o l i s m o p u r í n i c o cerebra l . 

E n z i m a Vmax (mU/mg) •Km (|iM) Ki (uM) 

Miocinase 
(E 6 ) 

1000 i 
500 (AMP) * 

1 300 (ADP) 2 

300 (ATP) 2 

500 (AMP) 2 
1300 (ADP) 2 
300 (ATP) 2 

Adenos ina 
c inase 

(E 7 ) 
3,7 a 

0,2 (Ado) a 

20 (ATP) 3 
30 (Ado) 4 

200 (AMP) 5 

1 200 (ADP) 5 

5 -
Nuc leo t idase 

Al t a a f in idade 
(E l ) 

24 (AMP) a 

16 (IMP) a 
13 (GMP) a 

5 (XMP) a 

24 (AMP) ' 
110 (IMP)7 

220 (GMP) 7 

1 400 (XMP) 7 

0,013 (ADP) 7 

0,032 (ATP) 7 

5 -
Nuc leo t ídase 

IMP-GMP 
especí f ica 

(E2) 

4,8 (AMP) a 

1,6 (IMP) a 

8 (GMP) a 

8 (XMP) a 

4,8 (AMP) b 

8 (IMP) b 

8 (GMP) b 

8 (XMP) b 

15 000 AMP) a 

7 000 (AMP) c 

600 (IMP) a 

300 (IMP) c 

4 600 (GMP) a 
700 (GMP) c 

11 000 (XMP) a 
4 700 (XMP) c 

15 000 (AMP) a 

7 000 (AMP) c 

600 (IMP) a 

300 (IMP) c 

6 800 (Ino) 8 

4 600 (GMP) a 

700 (GMP) c 

11 000 (XMP) a 

4 700 (XMP) c 

AMP 
d e s a m í n a s e 

(E3) 
80 b 7 d 3 400 (IMP) 9 

Adenos ina 
d e s a m í n a s e 

(E 4) 
14 a 54 6 

570 (Ino) b 

300 (Guo) 6 

1 090 (A) 6 

Nucleos idase 
(E5) 

2,0 (Ino) a 

4,0 (Guo) a 

0,3 (Xao) a 

300 (Ino) io 
300 (Guo) 1° 
300 (Xao) 1 0 

300 (Ino) iU 

300 (Guo) 1° 
300 (Xao) 1° 

Guan ina 
d e s a m í n a s e 

(E 8 ) 

46 a 6,4 6 119 (Xan) 6 

a Valores determinados experimentalmente; D Valores determinados 
experimentalmente na presença de ATP; c Valores de terminados 
experimentalmente na presença de Ap4A; " Valores calculados durante a 
aplicação do programa. E n . representa o número da enzima no esquema de 
metabolismo da Fig. 46. 

1 Schultz e Lowenwtein, 1976; 2 Long. C.,1968; 3 Yamada e col., 1980; 
4 Newby e col., 1983; 5 Fox e Kelley, 1978; 6 Franco e col, 1981; 7 Mallol e 
Bozal, 1988; 8 Worku e Newby, 1982; 9 Franco e Canela, 1984; 1 0 Takagi e 
Horecker, 1957. 
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Tabela 2 1 . Equações gerais de velocidade das enzimas 
intervenientes no metabolismo purínico cerebral. 

[AMP]V1AMP  
VIAMP r? T? T? Tr 

[AMP] + K ^ p + [Ado] m̂AMP + [ A T p ] AmAMP + ^ p j ^ m A M P + [ I M p ] A nU.MP 

^ iAdo ^iATP K-iADP ^ m l . M P 

[AMP]y2AMP  
V2AMP r? fr 

[AMP] + KmAMP + [ A d o ] ^ M £ + [ I M p]^MiP 
■^■iAdo ^ m l M P 

. - [IMP]V1IMP 
h IMP - T? r? —f? 

[IMP] + K^MP + [Ino]^^MP + [ATPJ ÍMMP + [^pjiVniMP + [AMP] *"*\\P 
^ÉlllO ^ i A T P ^ i A D P ^ r n A M P 

v - [IMP]V2IMP  
V2IMP 77 7? 

[lMP] + K^MP+[Ino]^2ÍMP+[AMpjiVMMP_ 
•^ íno ■K'mAMP 

u - [AMP]V3 

[AMP] + KmAMP+[IMP]- mAMP 
K ilMP 

[Ado]V4 
71 , = 1 1 Z 

4 K [Ada] + KmAdo+[Ino]iiniûdtt 
Lflno 

[Ino]V5ino 
L5Ino [Ino] + KniIno+[lMP]§Bino 
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Tabela 2 1 . E q u a ç õ e s gera i s de ve loc idade das enz imas 
in tervenientes no metabol ismo purínico cerebral (continuação). 

[ADP][ADP]V6 [AMP][ATP]V6 

v6 = 
^mADP^íADP ^mATP^iAMP 

ÍADPl ÍADPl [ADPlfADPl ÍATPl [AMP [AMPlÍATP 
1 + 1 I + 1 1 + 1 11 1 + ! 1 + 1 l + <= li 

■K-íAnp -Kf, iVmAno-K ÍADP ^iADP -^mADP-^-iADP ^tATP ^tAMP ^mAMP^iATP Kf, Kia K m í M p K l 

u7 

[Ado][ATP]V7 
7 A + B + C + D + E 

em que, 

A = I W p i W , +[Ado]KmATP +[ATP]KmAd0 +[ATP][Ado] 

-f^.AMP ■^■mADP-̂ -íA.MP *-iAMP 

c =
 [ADPltAMPjK^TpK^o | [Ado][ADP]KmAMPKmATp 

-^mADP^iAMP -^mADP^iAMP 

D = [ATP][AMP]K^d0 | [ATP][ADP][Ado] 
K ÍAMP K iADP 

[ATPltADPJtAMPlK^TpK^ 
^mADP^ÍAMP-^iATP 
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Tabela 22 . Equações diferencia is gerais do metabo l i smo 
purínico cerebral. 

í i l A M l , I - a ' [ t ] = u 6 + u 7 - u l A M p - u a A M p - « 3 
dt 

d[Ado] 
dt 

d[IMP] 
d t

 { | l ' "
 L

: Í "\!M> ' ■MMr 

d[Ino 

= c ' [ t ] = u - u 1 M , D - u , 

d ' I t ^ ^ + V / P + ^ I A / p - ^ n o 
dt 

dt 5Ino 
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(i) Utilizou-se o Programa "Mathematica" para Macintosh (a seguir 
designado por o Programa) capaz de resolver várias equações diferenciais 
simultaneamente. 

(ii) Submeteram-se, por princípio, todas as equações possíveis para 
tratar o conjunto das interconversões entre nucleótidos de adenina e de 
hipoxantina, tal como se especifica na Tabela 22. 

O formato matemático requerido pelo Programa especifica-se na 
Tabela 23, ao qual se tem de introduzir algumas anotações: 

a) Vn, representa velocidades máximas (Vi, V2, V3, etc) e o sub-índice 
de V corresponde à enzima que participa em cada passo metabólico, tal 
como se especifica na Fig. 46. Em certas ocasiões a mesma enzima pode 
transformar mais de um nucleótido, como seja por exemplo, a 5'-
nucleotídase (El ou E2) que hidrolisa o IMP ou o AMP. Como a cada caso 
particular corresponde uma velocidade diferente, acrescenta-se a Vn, o 
nucleótido correspondente. Por exemplo, ViAMP=24, indica que a enzima 
El catalisa a hidrólise de AMP a uma Vmax de 24 mU/mg. 

b) O Programa "Mathematica" mostrava sinais de erros potenciais 
para distinguir variáveis tão parecidas como Vi AMP- Vi IMP- Por isso, 
utilizaram-se letras maiúsculas e minúsculas para definir os substratos 
das reacções (AMP, imp, ADO, ino, etc,). 

c) m e I, indicam valores de Km e Kit respectivamente. Por exemplo, 
miAMP é o valor de Km da enzima El para o AMP; l4ino- é o valor de K{ da 
enzima E4 para a inosina, etc.. 

d) o Programa para a resolução das equações diferenciais consta das 
seguintes partes: 

A. Valores para as constantes de velocidades máximas, expressas em 
mU/mg de proteína. 

B. Valores para as constantes de Michaelis, expressas em |iM. 
C. Valores para as constantes de inibição, expressas em (iM. 
D. Formulação das equações diferenciais, desenvolvidas na Tabela 23, 

segundo os dados constantes na Tabela 22. 
As letras referem-se aos seguintes substratos: a, AMP; b, adenosina 

(ADO); c, IMP; d, inosina (Ino); e, hipoxantina (Hyp); f, ATP e g, ADP (ver 
Fig. 46); as letras seguidas de apóstrofo, referem-se a derivadas: por 
exempo, a'[t], indica a derivada de AMP com respeito ao tempo. A 
formulação das equações fez-se de acordo com as especificações do 
Programa "Mathematica" e tendo em conta as equações de velocidade da 
Tabela 21. 
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T a b e l a 2 3 . T r a t a m e n t o m a t e m á t i c o g e r a l d o m e t a b o l i s m o d e 
d e r i v a d o s d a a d e n i n a e h i p o x a n t i n a . 

VIAMP = 24 
Vl imp = 16 
V2AMP = 4.8 
V2imp = 8 
V3 = 80 
V4 = 14 
V5ino= 2 
V6 = 1000 
V6r = 1000 
V7 = 3.7 

mlAMP s 
m l i m p = 
m2AMP = 
m 2 i m p = 
m3AMP = 
m4ADO= 
moino = 
m6adp = 
m6AMP = 
m6APPP 
m7ADO: 
m7adp = 
m7AMP = 
m7APPP 

: 24 
110 
: 7000 
300 

= 7 
= 54 
300 
1300 

= 500 
= 300 
= 0.2 
1200 

= 200 
= 20 

I1ADO : 
I ladp = 
I1APPP 
Hino = 
I2ADO : 
I2ino = 
I3imp = 
I4ino = 
I5hyp = 
I6adp = 
I6AMP: 
I6APPP 
I7ADO « 
I7adp = 
I7AMP 
I7APPP 

= 24 
0.013 
= 0.032 
110 
= 7000 
6800 
3400 

570 
300 
1300 

= 500 
= 300 
= 30 
1200 

= 200 
= 20 

Vn, V m a x da enzima n, expressa em mU/mg de proteína; m e l , constantes de 
Michaelis (Km) e de inibição [K(], respectivamente, expressas em |iM. A, B, C, D e E. 
representam as distintas partes em que foi subdividido o programa (ver texto). 

Os valores constantes desta Tabela foram utilizados no estudo teórico da 
metabolização do AMP, em presença de um valor de carga adenílica de 0,8 (C.A.=0.S). 
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Tabela 23. Tratamento matemático geral do metabolismo 
derivados da adenina e hipoxantina (continuação). 

NDSolve[{a'[t] == (g[t]g[t]V6/(m6adp I6adp)-a[t]fIt]V6r/ 
(m6APPP I6AMP))/(l+2g[t]/I6adp+g[t]g[t]/(m6adp I6adp)+ 
flt]/I6APPP+a[t]/I6AMP+a[t]fIt]/(m6APPP I6AMP)) + 
b[t]fIt]V7/(m7APPPI7ADO+b[t]m7APPP+flt]m7ADO+flt]b[t]+ 
(a[t]m7APPP I7ADO/I7AMP+g[t]m7APPP m7AMP I7ADO/(m7adp I7AMP))+ 
(g[t]a[t]m7APPP I7ADO/(m7adp I7AMP)+ b[t]g[t]m7AMP m7APPP/ 
(m7adpI7AMP))+(fIt]a[t]m7ADO/I7AMP+fIt]g[t]b[t]/I7adp)+ 
fIt]g[t]a[t]m7APPP I7ADO/(m7adp I7AMP I7APPP)) -
a[t]V3/(a[t]+m3AMP+c[t] m3AMP/I3imp) -
a[t]VlAMP/(a[t]+mlAMP+b[t] mlAMP/HADO+c[t] mlAMP/mlimp+ 
fit] mlAMP/HAPPP+g[t] mlAMP/I ladp) -
a[t]V2AMP/(a[t]+m2AMP+b[t]m2AMP/I2ADO+c[t] m2AMP/m2imp), 

b'[t] == a[t]VlAMP/(a[t]+mlAMP+b[t] mlAMP/HADO+c[t] mlAMP/mlimp+ 
fit] mlAMP/HAPPP+g[t] mlAMP/I ladp) + 
a[t]V2AMP/(a[t]+m2AMP+bIt]m2AMP/I2ADO+c[t] m2AMP/m2imp) -
b[t]V4/(b[t]+m4ADO+d[t] m4ADO/I4ino), 

c'lt] == a[t]V3/(a[t]+m3AMP+c[t] m3AMP/I3imp) -
c[t]V2imp/(c[t]+m2imp+d[t] m2imp/I2ino+a[t] m2imp/m2AMP) -
c[t]Vlimp/(c[t]+mlimp+d[t] ml imp/ I l ino+a l t ] ml imp/mlAMP + 
fit] mlAMP/IlAPPP+g[t] mlAMP/I ladp) , 

d'[t] == cIt]V2imp/(c[t]+m2imp+d[t] m2imp/I2ino+a[t] m2imp/m2AMP) + 
cIt]Vlimp/(c[t]+mlimp+d[t] ml imp/ I l ino+a l t ] mlimp/mlAMP+ 
fit] mlAMP/HAPPP+g[t] mlAMP/I ladp) + 
b[t]V4/(blt]+m4ADO+dlt] m4ADO/I4ino) -
d[t]V5/(d[t]+m5ino+e[t]m5ino/I5hyp), 

e'[t] == d[t]V5/(d[t]+m5ino+e[t] m5ino/I5hyp) , 

f [t] == (g[t]gIt]V6/(m6adp I6adp)-alt]flt]V6r'/(m6APPP I6AMP))/ 
(l+2g[t]/I6adp+g[t]g[t]/(m6adp I6adp)+flt]/I6APPP+a[t]/ 
I6AMP+a[t]flt]/(m6APPP I6AMPJ) -
b[t]f[t]V7/(m7APPPI7ADO+b[t]m7APPP+flt]m7ADO+fIt]b[t]+ 
(a[t]m7APPP I7ADO/I7AMP+g[t]m7APPP m7AMP I7ADO/(m7adp I7AMP])+ 
(g[t]a[t]m7APPP I7ADO/(m7adp I7AMPJ+ b!t]g[t]m7AMP m7APPP/ 
(m7adp I7AMP))+(flt]a[t]m7ADO/I7AMP+flt]g[t]b[t]/I7adp) + 
flt]g[t]a[t]m7APPP I7ADO/(m7adp I7AMP I7APPP)), 

g'[t] == -(g[t]g[t]V6/(m6adp I6adp)-a[t]flt]V6r/(m6APPP I6AMP))/ 
(l+2g[t]/I6adp+g[t]g[t]/(m6adpI6adp)+flt]/I6APPP+a[t]/ 
I6AMP+a[t]f[t]/(m6APPP I6AMP)) + 
blt]f[t]V7/(m7APPPI7ADO+b[t]m7APPP+flt]m7ADO+fIt]b[t]+ 
(a[t]m7APPP I7ADO/I7AMP+gtt]m7APPP m7AMP I7ADO/(m7adp I7AMP)]+ 
(glt]a[t]m7APPP I7ADO/(m7adp I7AMP)+ bIt]g[t]m7AMP m7APPP/ 
(m7adpI7AMP))+(flt]a[t]m7ADO/I7AMP+flt]g[t]b[t]/I7adp)+ 
flt]g[t]a[t]m7APPP I7ADO/(m7adp I7AMP I7APPP)], 

a[0] == 300, b[0] == O, c[0] == O, d[0] == O, e[0] == 0, 
flO] == 2700, g[0] == 1000}, {a, b, c, d, e, f, g}, {t, 0, 50}] 
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E. Concentrações iniciais dos substratos que participam na reacção, 
seguido do "tempo de cálculo" para o Programa. Este tempo de cálculo não 
tem necessariamente que corresponder ao tempo (em minutos) de ensaio. 

Aplicação prática 

O caso mais geral é aquele em que participam todas as enzimas e 
todos os substrato. Para isso, basta considerar os valores das constantes 
de Vmax- Km e K\ da Tabela 23 A, B, C e os valores iniciais das 
concentrações dos substratos, da parte E da mesma Figura. 

Em qualquer caso particular no qual não participem algumas enzimas 
e / o u a lguns subs t r a to s , bas ta igualar a 0 (zero) os valores 
correspondentes. Por exemplo, se se pretende estudar exclusivamente a 
degradação da inosina, 1 mM, deve considerar-se apenas as enzimas e os 
substratos participantes, dando o valor de zero às restantes constantes. 
Neste caso concreto (veja-se Tabela 23 A): V5ino = 2 e igualam-se a 0 (zero) 
os restantes valores de Vmax; nas condições iniciais faz-se e[0] = 1000 e dá-
se o valor de 0 (zero) a todos os outros substratos (Tabela 23 E). Da mesma 
forma, quando se se pretendem estudar condições enzimáticas variáveis, 
podem alterar-se os valores de Km ou de Kj (Tabela 23 B,Q. 

Com este simples procedimento o tratamento matemático da qualquer 
situação particular torna-se fácil, sem ser necessário alterar as condições 
gerais estabelecidas na Tabela 23. 

Degradação de AMP 

Quando se incuba AMP em presença de extracto de cérebro, pode 
medir-se o curso de aparição da adenosina, inosina e hipoxantina Fig. 47. 
A aparição exclusiva destes três compostos indica, n u m a primeira 
aproximação, que as enzimas intervenientes neste processo são as duas 5'-
nucleotídases (E\ e E2), a adenosina desamínase (E4) e a nucleosidase 

(E5). 
Com a ajuda do Programa pode analisar-se o metabolismo de AMP da 

seguinte forma: 
(i) Em todos os casos considera-se a presença das enzimas E4 e E5. 
(ii) A participação da enzima E2 no metabolismo do AMP é pouco 

relevante, uma vez que considerando Ei=0, os níveis de AMP não sofrem 
alterações apreciáveis (Fig. 48 C). 
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50 
Tempo (min) 

100 

Fig. 4 7 . D e g r a d a ç ã o m e t a b ó l i c a do AMP e m e x t r a c t o de c é r e b r o 
de r a t o . 

Para um volume final de 0,15 ml, a reacção continha 50 mM de Tris, 
HC1 (pH 7,4), 5 mM de MgCl2, 1 mM de AMP e fracção citoplasmática de 
extracto de cérebro. A mistura foi incubada a 30°C, retirando-se, aos tempos 
indicados, aliquotas que foram analisadas por HPLC, como se descreve em 
Material e Métodos. 

(AMP (■); adenosina (a); inosina (o); hipoxantina (A). 
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V1AMP = 24 
Vlimp = 16 
V2AMP = 4.8 
V2imp = 1.6 
V3 = 1 
V4 = 14 
V5ino= 2 
V6 = 0 
V6r = 0 
V7 = 0 

100 

100 

V1AMP = 24 
Vlimp = 16 
V2AMP = 4.8 
V2imp = 1.6 
V3 = 1 
V4 = 14 
V5ino= 2 
V6 = 0 
V6r = 0 
V7 = 0 

V1AMP = 0 
Vlimp = 0 
V2AMP = 4.8 
V2imp = 1.6 
V3 = 1 
V4 = 14 
V5ino= 2 
V6 = 0 
V6r = 0 
V7 = 0 

Fig. 4 8 . E s t u d o m a t e m á t i c o t eó r i co da d e g r a d a ç ã o do AMP (A). 
C o m p a r a ç ã o t e ó r i c a d a c o n t r i b u i ç ã o das e n z i m a s 5 ' - n u c l e o t í d a s e s 
s o l ú v e l de a l t a a f i n i d a d e (B) e I M P / G M P e s p e c í f i c a (C) p a r a 
p r o c e s s o . 

O estudo teórico comparativo efectuou-se considerando os valores de 
velocidades máximas das enzimas participantes, indicados na figura. Os 
restantes valores das constantes cinéticas requeridas para este estudo, 
encontram-se na Tabela 20. 

(1, AMP; 2, adenosina; 3, inosina; 4, hipoxantina) 
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(iii) A metabol ização do AMP é ca ta l i sada p re fe renc ia lmente pela 
enzima E l , j á que o resul tado experimental é p ra t i camente coincidente o 
teórico, considerando E i = 2 4 e E2=0 (Fig. 48 B). 

(iv) Considerando, s imul taneamente E l e E2, o perfil exper imental da 
degradação do AMP assemelha-se, em grande medida, ao teórico [Fig. 48 A). 

(v) A impor tânc ia relativa de E l e E2 sobre o metabo l i smo do AMP 
pode t a m b é m quantifie ar-se por u m outro método diferente - método do 
reserva tór io metaból ico - desenvolvido por Ribeiro e col., 1990. Es te 
método é suf ic ientemente explicitito e simples p a r a não ter que fazer-se 
u m desenvolvimento explicativo demas iadamente a longado. De u m modo 
mui to simplificado, a ac tuação de cada enzima é s imulada por u m orifício 
n a p a r e d e de u m reservatór io . A á rea e a a l t u r a m é d i a do orifício 
r ep re sen t am a Vm ax e ° Km< respectivamente, de cada enzima. O método 
calcula a percentagem de contribuição de cada u m a d a s enz imas p a r a o 
metabolismo de u m determinado subst ra to comum a a m b a s . Observa-se na 
Fig. 49 que , qual i tat iva e quant i ta t ivamente , a enzima E l , em relação à 
enzima E2, contr ibui de u m a forma mais significativa e p reponderan te no 
metabolismo do AMP. 

Degradação de IMP 

A degradação de IMP por extracto de cérebro, origina a apar ição de 
inos ina e, em m e n o r q u a n t i d a d e , de h ipoxan t ina . As e n z i m a s que , 
teoricamente, intervêm neste processo são as 5 '-nucleotídases (El e E2) e a 
nucleosidase (E5). Os resul tados experimentais coincidem, em boa medida, 
com os teóricos [Fig. 50). Observe-se que 60 min de tempo exper imental , 
corresponde a cerca de 20 unidades de tempo teórico [Fig. 50 B). 

Pelas m e s m a s razões e com os mesmos procedimentos util izados pa ra 
o caso do AMP pode demons t ra r - se que a enzima que p r io r i t a r i amente 
intervém n a degradação do IMP, é a E ] , 

4 . 2 . e . I n f luênc i a d a ca rga aden í l i ca sobre o m e t a b o l i s m o do AMP 
(IMP). 

Como é sabido, a carga adenílica (CA.), definida como. 

[ATP] + 1/2 [ADP] 
[ATP] + [ADP] + [AMP] 
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V1AMP = 0 
Vl imp = 16 
V2AMP = 0 
V2imp = 1.6 
V3 = 0 
V4 = 0 
V5 = 2 
V6 = 0 
V6r = 0 
V7 = 0 

V1AMP = 0 
Vl imp = 16 
V2AMP = 0 
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V6 = 0 
V6r = 0 
V7 = 0 

100 

Fig. 5 0 . Degradação m e t a b ó l i c a do IMP e m e x t r a c t o de c é r e b r o 
d e r a t o . C o m p a r a ç ã o e n t r e os r e s u l t a d o s e x p e r i m e n t a i s e o s 
t eó r i cos . 

Os resultados experimentais (A) obtiveram-se incubando 1 mM de IMP 
com extracto de cérebro, de acordo com os procedimentos e condições 
referidas na Fig. 47. Os resultados teóricos, representados em duas escalas 
de unidades de tempo (B e C), foram obtidos considerando os valores de 
velocidades máximas referidas na figura. Os restantes valores das constantes 
cinéticas, das enzimas intervenientes neste processo, encontram-se na 
Tabela 20. 

(IMP (•, 1); inosina (o, 2); hipoxantina (A, 3)). 
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(Atkinson, 1968), exerce uma influência significativa sobre uma grande 
quantidade de sistemas enzimáticos intervenientes tanto no catabolismo 
como no anabolismo celular. 

Efectuou-se um estudo sistemático da influência da CA. sobre o 
metabolismo do AMP, utilizando-se 4 diferentes valores de CA.: 0.8, 0,6, 
0,4 e 0,2. Para se conseguirem estas condições, utilizaram-se distintas 
concentrações finais em AMP, ADP e ATP, detalhadas na Tabela 24. Como 
pôde verificar-se, os valores iniciais de concentração em AMP são afectados 
pelo valor de CA. A seguir, descrevem-se os resultados obtidos. 

Tabela 24. Concentrações finais individuais em ATP, ADP e AMP, a 
diferentes valores de cargas adenílicas. 

Nucleótido CA. 0,8 CA. 0,6 CA. 0,4 CA. 0,2 
(mM) (mM) (mM) (mM) 

ATP 2,7 1,7 0,9 0,6 

ADP 1,0 1,4 1,4 1,2 

AMP 0,3 0,9 1,7 2,2 

O cálculo destes valores, expressos em mM, foi efectuado, considerando 1 
mM de Mg2+ livre total, uma concentração total em nucleótidos de adenina de 4 
mM e um valor da constante de equilibrio para a reacção catalisada pela adenilato 
cínase de 0,8, de acordo com Chapman e col., 1976. 

Carga adenílica (CA.) de 0,8. 

Com o objectivo de melhor apreciar o destino metabólico do AMP. ADP 
e ATP, nestas condições, representam-se os resultados experimentais 
obtidos, na Fig. 51, em duas escalas diferentes, representando-se, numa 
delas os valores obtidos com ATP e na outra não . Nesta Figura observa-se: 
(i) um aumento inicial ligeiro das concentrações de ATP, mantendo-se 
posteriormente esses níveis em estado estacionário; (ii) uma diminuição 
acentuada de ADP e AMP; (iii) um forte aumento seguido de diminuição na 
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100 

1,2-

0,8 -

Fig. 5 1 . D e g r a d a ç ã o de AMP n a p r e s e n ç a d e u m va lo r de c a r g a 
de aden í l i ca de 0,8 (C.A.=0,8). 

Para um volume final de 0,15 ml, a mistura de reacção continha, 50 mM 
de Tris, HC1 (pH7.4). 5 mM de MgCl2, 0,3 mM de AMP, 1 mM de ADP, 2.7 
mM de ATP e fracção citoplasmática de extracto de cérebro. A mistura foi 
incubada a 30°C. sendo as alíquotas, retiradas aos tempos indicados, 
analisadas por HPLC, como se descreve em Material e Métodos. 

A representação geral dos perfis metabólicos dos produtos e substratos 
envolvidos na degradação do AMP; B representação parcial da degradação do 
AMP, não abrangendo as variações metabólicas do ATP. 

(ATP (x); ADP (A); AMP (■); IMP (•); inosina (o); hipoxantina (A)). 
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concentração de IMP; (iv) um aumento continuado da concentração de 
inosina e de hipoxantina formadas e, (v) ausência de adenosina. 
Considerando os resultados experimentais, procedeu-se ao respectivo 
estudo teórico, podendo observar-se na Fig. 52, igualmente em duas 
escalas, os resultados obtidos. Este estudo não se pode prolongar para 
além do tempo teórico de 60 unidades, devido, unicamente, à enorme 
quantidade de cálculo necessária, incompatível com a capacidade e 
potência do computador utilizado. 

O perfil de degradação de AMP pode interpretar-se da seguinte forma: 
A. Quando se incubam simultaneamente ATP, ADP e AMP ocorre um 

processo de interconversão entre estes nucleótidos, no qual podem 
participar as nucleósido monofosfato e nucleósido difosfato cínases e a 
adenilato cínase ou miocínase (E6)-

Com o objectivo de simplificar o tratamento matemático considerou-
se apenas a intervenção da miocínase segundo um mecanismo enzimático 
do tipo bi-bi ao acaso e à qual corresponde a equação de velocidade VQ da 
Tabela 21. Para esta enzima, assumiu-se o valor de Vmax de 1000, descrito 
por Schultz e Lowenstein (1976), tanto em directo (V6) como em reverso 
(V6r). 

B. Contrariamente ao observado apenas com o AMP, neste caso 
aparece IMP, indicando que, nestes condições experimentais, a presença 
interventiva da AMP desamínase. Com efeito, é sabido que esta enzima é 
activada pelo ATP (em concentrações fisiológicas de AMP (0.1 a 0.3 raM) 
(Chapman e Atkinson, 1973)) e por Ap4A (Fernandez e col., 1984). 

C. A ausência de adenosina pode ser interpretada por: 
(i) Uma forte actividade da adenosina cínase (E7). 
(ii) Inibição da 5'-nucleotídase (El) por acção do ADP e ATP (Mallol e 

Bozal, 1983; Madrid-Marina e Fox, 1986; Orford e col., 1991). 
(iii) Presença de uma forte actividade da adenosina desamínase. 
As alternativas possíveis referidas nas alíneas A.. B. e C. estudaram-

se experimental e teoricamente. 
No caso A. observou-se que com a simples introdução no sistema de 

equações da enzima miocínase (E6), os resultados teóricos se aproximavam 
dos experimentais. 

No caso B. os resultados experimentais e teóricos aproximam-se 
quando, no sistema, se introduz a equação referente à enzima AMP 
d e s a m í n a s e (E3), com um valor de V m a x = 80 , d e t e r m i n a d o 
experimentalmente. Deste modo, e nestas condições, o valor de Vmax para 
esta enzima, passa de valores negligenciáveis (<1 mU/mg) a 80 mU/mg, na 
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Fig. 5 2 . E s t u d o t e ó r i c o da d e g r a d a ç ã o de AMP e m p r e s e n ç a de 
u m valor de C.A.=0,8. 

Consideraram-se, para este estudo, os valores de velocidades máximas 
das enzimas referidas na figura. Os valores das constantes cinéticas das 
enzimas participantes encontram-se na Tabela 20. Como valores de f[0] (ATP). 
g[0] (ADP) e a[0] (AMP), cons ideraram-se , 2700, 1000 e 300," 
respectivamente.Os resultados representam-se a duas escalas distintas de 
concentrações, de 0 a 3200 (A) e de 0 a 1200 uM (B), 

(1. ATP; 2, ADP; 3, AMP; 4, IMP; 5, inosina; 6, hipoxantina) 
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ausência e presença de ATP, respectivamente. Procedeu-se, igualmente, a 
ajustes matemáticos do valor de Km para esta enzima. A melhor 
aproximação entre os resultados teóricos e os experimentais conseguiu-se 
apenas, quando, além do valor de Vmax, se considerou m3AMP=7. 

Em relação ao caso C. a incubação de adenosina em presença de ATP 
deu origem à formação de AMP e ADP, com uma velocidade determinada de 
3,7 mU/mg. Com a introdução desta enzima (E7) e deste valor de Vmax no 
Programa "Mathematica" não se apreciou a aparição de adenosina nem tão 
pouco ocorreram alterações significativas no perfil metabólico dos 
substratos estudados (resultados não mostrados). A forte inibição da 5'-
nucleotídase E l por acção de ADP e ATP, contribuiu para a não aparição 
de adenosina, impedindo ou diminuindo drasticamente a sua formação a 
partir do AMP. A contribuição da presença de ADP e ATP na velocidade real 
da enzima E l , afectando tanto o AMP como o IMP, determinou-se 
mediante a inclusão, nas equações correspondentes a essa enzima El , dos 

seguintes termos: 

[ADP] KmAMP 
KiADP 

[ATP] KmAMP 

KiATP 

para o AMP, e 

[ADP] KmlMP 

KiADP 
[ATP] KmlMP 

KATP 

para o IMP como substrato. 
Desta forma as alterações de velocidade são validadas tanto na 

presença de ATP como na sua ausência, dado que, neste último caso. os 
termos correspondentes ficam matematicamente anulados. Igualmente, sob 
um ponto de vista matemático, foi descartada a contribuição da actividade 
da adenosina desamínase no metabolismo do AMP, já que. considerando 
V4=0 não se observa a aparição de adenosina. 

A interpretação mais aceitável dos resultados obtidos é que em 
consequência da activação da AMP desamínase pelo ATP, o AMP é 
metabolizado a IMP justificando assim, o aumento de IMP observado e a 
não aparição de adenosina. 
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Outros valores de carga adenílica: 0,6; 0,4 e 0,2. 

O estudo da influência da carga adenílica sobre o AMP foi completado 
analisando a sua degradação metabólica em presença de concentrações de 
AMP, ADP e ATP, correspondentes aos valores de 0,6, 0,4 e 0,2. A partir dos 
resultados experimentais e teóricos representados na Fig. 53 pode observar-
se uma boa correlação entre ambos. Os comentários que poderiam fazer-se 
são parecidos ao caso da carga adenílica de 0,8 e, em consequência, 
omitem-se. 

4.2.f. Caso do metabolismo do GMP e de XMP. 

Degradação de GMP. 

Os resultados experimentais obtidos indicam que a diminuição da 
concentração de GMP, quando incubado em presença de extractos de 
cérebro, é acompanhado pelo aumento rápido da concentração de 
guanosina, seguido da aparição de xantina (Fig. 54). A não observação da 
guanina como um dos produtos de degradação pode ser justificada pela 
presença de uma forte actividade da guanina desamínase que transforma a 
guanina em xantina. Deste modo, nesta via metabólica podem intervir as 
enzimas 5'-nucleotidases de alta afinidade (El) e IMP/GMP específica (E2). 
uma nucleosidase (E5) e a guanina desamínase (Es) [Fig. 55). 

E s t e s r e s u l t a d o s expe r imen ta i s p o d e m ser s i m u l a d o s 
matematicamente considerando os valores das constantes cinéticas 
ViGMP e V2GMP- para estas enzimas, de 13 e 8, respectivamente, que se 
encontram especificados na Tabela 20. 

Degradação de XMP. 

Os produtos resultantes da degradação de XMP, quando incubado em 
presença de extracto de cérebro [Fig. 56), mostram a diminuição da 
concentração de XMP, com o concomitante aumento da formação de 
xantosina. Estes resultados indicam que, neste processo metabólico, 
podem intervir as enzimas El e E2 (Fig. 57). responsáveis pela conversão 
do XMP ao seu nucleósido correspondente, não se verificando a aparição de 
xantina. 

A degradação deste nucleótido pode, igualmente ser acompanhada 
pelo seu estudo teórico, considerando os valores de ViXMP e V2XMP de 5 e 
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Fig . 5 3 . D e g r a d a ç ã o m e t a b ó l i c a de AMP, pe lo e x t r a c t o d e 
c é r e b r o d e r a t o , e m p r e s e n ç a de d i s t i n t o s v a l o r e s d e C.A.. 
C o m p a r a ç ã o e n t r e os r e s u l t a d o s e x p e r i m e n t a i s e t e ó r i c o s . 

Em A, os ensaios experimentais efectuaram-se, segundo procedimento e 
condições descritas na Fig. 51, incubando concentrações variáveis de AMP, 
ADP e ATP em presença de extracto de cérebro, de acordo com o valor de 
carga adenílica indicada [Tabela 24). Em B, os ensaios teóricos efectuaram-se 
pelo método aqui apresentado considerando como valores de a[0], f[0] e g[0] 
os valores correspondentes às concentrações de AMP, ATP e ADP utilizados 
em A, para cada valor de carga adenílica. Os valores das constantes cinéticas 
das enzimas intervenientes utilizados nestes estudos foram idênticos aos 
referidos na Fig. 52. 

(ATP (x.l); ADP (A,2); AMP (",3); IMP («,4); inosina (o,5); hipoxantina (A.6)) 
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Fig. 5 4 . D e g r a d a ç ã o de GMP e m e x t r a c t o c e r e b r a l de r a t o . 
C o m p a r a ç ã o e n t r e os r e s u l t a d o s e x p e r i m e n t a i s e os t eó r i cos . 

O ensaio experimental (A) foi efectuado incubando GMP em extracto de 
cérebro, analisando-se alíquotas da mistura de reacção, ao fim dos tempos 
indicados, por HPLC (Material e Métodos). O ensaio teórico, representado em 
duas escalas distintas de tempo (B e C), foi efectuado pelo método descrito, 
utilizando os valores das constantes cinéticas das enzimas descritos na 
Tabela 20. 

(GMP (■, 1); guanosina (a, 2); xantina (o, 3)). 
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Fig. 55 . Metabol ismo de GMP no cérebro de ra to . Esquema 
metabólico de degradação (A). Equações ma temát i cas gerais (B) e 
diferenciais (C) do catabolismo de GMP. 

Substratos: p. GMP; q, guanosina; r, guanina: s, xantina. Enzimas (En): 
El , 5'-nucleotídase solúvel de alta afinidade: E2. 5'-nucleotídase IMP/GMP 
específica; E5, nucleosidase; Es. guanina desamínase. Vn, velocidade 
máxima da reacção enzimática catalisada pela enzima En-
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C o m p a r a ç ã o e n t r e os r e s u l t a d o s e x p e r i m e n t a i s e o s t e ó r i c o s . 

O ensaio experimental (A) foi efectuado i ncubando XMP em extracto de 
cérebro, ana l i sando-se al íquotas da mis tu ra de reacção, ao fim dos t empos 
indicados, por HPLC (Material e Métodos). O ensaio teórico, representado em 
duas escalas distintas de tempo (B e C), foi efectuado pelo método descrito utilizando 
os valores das constantes cinéticas das enzimas descritos na Tabela 20. 

(XMP (a, 1); xantos ina (■, 2)). 
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Fig. 57. Metabolismo de XMP no cérebro de ra to . Esquema 
metabólico de degradação (A). Equações matemát i cas gerais (B) e 
diferenciais (C) do catabolismo de XMP. 

Substratos: t, XMP; u, xantosina; s. xantina. Enzimas (En): El. 5'-
nucleotídase solúvel de alta afinidade; Eo, 5'-nucleotídase IMP/GMP 
específica; E5, nucleosidase. Vn, velocidade máxima da reacção enzimática 
catalisada pela enzima En . 
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8, respectivamente. A aplicação do Programa nestas condições permitiu a 
obtenção de resul tados pra t icamente sobreponíveis aos obtidos 
experimentalmente, como se pode verificar Fig. 56 B, podendo ainda prever 
e demonstrar o aparecimento tardio da xantina, por acção de uma 
nucleosidase (E5), cuja velocidade reacção por ela catalisada (V5Xao) é 
muito pequena (Fig. 56 Q. 

4.2.g.Casos particulares. 

Influência de Pi. 

Paralelamente com os ensaios efectuados com a carga adenílica de 
0,8, procedeu-se ao estudo a influência do Pi, em concentrações de 2 mM, 
sobre o metabolismo purínico. 

Os resultados mostram que, enquanto que em ambas as situações se 
mantém o consumo de ADP e AMP, na presença de Pi observa-se um 
aumento dos níveis de IMP e um decréscimo dos de inosina. consistentes 
com a inibição da 5'-nucleotídase pelo Pi [Fig. 58). Apesar da presença de 
activadores ser capaz de reverter o efeito de inibição pelo Pi (Itoh e col.. 
1986), observou-se, não obstante, uma inibição de 35% na formação de 
inosina e hipoxantina. A velocidade de reacção determinada, na presença 
de 1 mM de IMP e 2 mM de Pi foi de 5,2 mU/mg. 

Matematicamente, este efeito pode, do mesmo modo, ser simulado 
[Fig. 59). No entanto, como o Pi se comporta como inibidor competitivo da 
enzima, torna-se necessário incluir na reacção de velocidade v (ver 

Tabela 21) um factor que reflita esse efeito: 

Itoh e Yamada (1990) encontraram um valor de Km aparente da 
enzima em relação ao IMP de 4,6 mM, na presença de 1 mM de Pi. Na 
ausência de Pi, o Km encontrado foi de 0,7 mM. Para efeito de cálculo 
matemático assumir-se-á um valor de Kj de 0,179, calculado a partir destes 
dados. Para melhor visualização dos resultados teóricos, desenhou-se uma 
grelha no interior da Fig. 59. 
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Tempo (min) 

Fig . 5 8 . Efe i to do Pi s o b r e o m e t a b o l i s m o dos n u c l e ó t i d o s d a 
a d e n i n a e h i p o x a n t i n a . 

O ensaio foi efectuado na presença de um valor de carga adenílica de 0,8, na 
presença (tracejado) e na ausência (contínuo) de 2 mM de Pi e extracto de cérebro. 
A mistura de reacção foi incubada a 30°C. Ao fim dos tempos indicados 
recolheram-se alíquotas que foram analizadas por HPLC. Na figura no canto 
superior direito pode observar-se, sob um ponto de vista global, a variação dos 
produtos e dos substratos envolvidos neste processo ao longo do tempo de ensaio. 

ATP (x); ADP (A); AMP (■); IMP (•); inosina (o); hipoxantina (A). 
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Fig. 5 9 . E s t u d o t e ó r i c o do e fe i to do Pi s o b r e o m e t a b o l i s m o d o s 
n u c l e ó t i d o s da a d e n i n a e h i p o x a n t i n a . 

O estudo teórico do metabolismo dos nucleótidos de adenina e hipoxantina. 
na ausência (A) e na presença (B) de 2 mM de Pi, efectuou-se considerando os 
valores de CA.=0.8, bem como, os valores das constantes cinéticas das enzimas 
intervenientes no processo, referidos na Tabela 20. Os resultados representam-se 
em duas escalas diferentes de concentração, 0 a 3500 (esquerda) e 0 a 1200 uM 
(direita). 

(1, ATP; 2, ADP; 3, AMP; 4, IMP; 5, inosina; 6. hipoxantina). 
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Efeito do EDTA. 

Sabia-se que o EDTA era urn forte inibidor da enzima E i, (Mallol e 
Bozal, 1983). Esta inibição é irreversível, sendo explicada pela acção 
exercida pelo EDTA sobre a estrutura proteica através de interações 
inespecíficas. 

Como um modo adicional para analisar este efeito estudou-se o 
metabolismo de GMP (1 mM), na fracção citosólica de cérebro de rato, 
dialisada na presença e na ausência de 1 mM de EDTA. Os valores de 
velocidade calculados, na ausência e na presença de EDTA foram de 13,4 
mU/g e de 4,5 mU/mg, respectivamente. [Fig. 60 A). 

Estes resultados podem ser simulados pelo Programa considerando a 
inibição total da enzima E i , fazendo em consequência ViGMP=0 {Fig. 60 
B). 

4 . 3 . C o m p a r a ç ã o e n t r e s e q u ê n c i a s d e n u c l e ó t i d o s 
c o d i f i c a n t e s e r e s p e c t i v a s s e q u ê n c i a s de a m i n o á c i d o s d a 5 ' -
n u c l e o t í d a s e IMP/GMP especí f ica e de o u t r a s p r o t e í n a s . 

4.3.a. Pesquisa de sequências das 5'-nucleotidases (EC 3.1.3.5). 

As sequências de nucleótidos dos genes codificantes para as enzimas, 
englobadas sob a designação genérica de 5'-nucleotídases, assim como. as 
respectivas proteínas codificadas pelos mesmos, foram obtidas através da 
pesquisa num banco de dados ("GenBank". Pearson e Lipman, 1988). O 
resultado desta pesquisa indica a existência de 5 sequências às quais 
correspondem distintos números de código de acesso à referida base de 
dados (Tabela 25). 

4.3.D. Comparação entre sequências codificantes de nucleótidos e 
respectivas sequências de aminoácidos de distintas 5'-nucleotidases. 

A análise comparativa entre as sequências de nucleótidos e das 
respectivas sequências de aminoácidos das distintas 5'-nucleotídases, 
descritas na Tabela 25, efectuou-se mediante o recurso a um programa de 
computador (GeneJockey). Os resultados desta análise podem ser 
representados graficamente num sistema de eixos coordenados, x e y 
(matriz), em que cada ponto nele contido representa a correspondência 
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Fig. 6 0 . Efei to do EDTA sobre o metabo l i smo do GMP. 

A. O ensaio experimental foi efectuado incubando GMP em extracto de 
cérebro na ausência (esquerda) e na presença (direita) de 1 mM de EDTA., 
analisando-se alíquotas da mistura de reacção, ao fim dos tempos, indicados, 
por HPLC (Material e Métodos). B. O ensaio teórico do metabolismo da 
degradação de GMP efectuou-se considerando os valores de velocidade 
determinados experimentalmente na ausência (esquerda) e presença de EDTA 
(direita). As restantes constantes cinéticas utilizadas encontram-se na Tabela 
20. 

(GMP (■, 1); guanosina (□, 2); xantina (•, 3)) 
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entre sequências de 10 nucleótidos ou aminoácidos idênticos de cada uma 
das proteínas em estudo. Quando se verifica similaridade ou identidade 
sequencial entre várias séries de nucleótidos ou de aminoácidos, criam-se 
zonas ou linhas mais ou menos contínuas e em posição diagonal cujo 
tamanho dependerá do grau de homologia entre essas mesmas sequências. 

4.3.b. l . 5'-Nucleotídase de membrana humana (X55740) como termo 
de comparação. 

A 5'-nucleotidase e membrana humana foi comparada com todas as 
5'-nucleotídases tendo em conta as sequências de nucleótidos [Fig. 61) e 
correspondentes sequências de aminoácidos [Fig. 62) que já tinham sido 
descritas anteriormente. 

No que respeita à sequência de nucleótidos: 
(i) Não existe qualquer relação de semelhança ou identidade entre esta 

enzima e a de origem citosólica de placenta humana (Fig. 61 A). 
(ii) Existe uma certa semelhança com a ecto 5'-nucleotídase (X62278). 

particularmente entre os nucleótidos em posição 300 e 1000 de ambos os 
genes (Fig. 61 B). 

(iii) A semelhança é muito maior com as 5'-nucleotídases J05214 e 
D14541 (Fig. 61 C,D). 

No que respeita às sequências de aminoácidos: 
(i) Não se observa nenhuma identidade com a 5'-nucleotídase 

citosólica (D38524) (Fig. 62 A). 
(ii) A semelhança com a sequência X62278 é agora muito mais 

acentuada que no caso da sequência de nucleótidos codificantes (Fig. 62 
B). 

(iii) Existe uma certa identidade com as sequências J05214 e D14541 
(Fig. 62 C. D). 

4 . 3 . b . 2 . 5'-Nucleotídase citosólica (D38524), como termo de 
comparação. 

Neste caso não se observaram zonas de homologia entre as sequências 
de nucleótidos (Fig. 63) e dos respectivos aminoácidos (Fig. 64) desta 
enzima e das restantes 5'-nucleotídases. 

Esta falta de homologia pode relacionar-se com as diferentes origens 
das enzimas em estudo. De facto, verifica-se que, com a excepção da 5 -
nucleotídase de origem citoplasmática, todas as outras enzimas são 
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Fig. 6 1 . Comparação entre as sequência de nucleót idos 
codificantes para a 5'-nucleotidase de membrana (X55740) e para 
outras 5'-nucleotidases (D38524, X62278, J05214 e D 14541). 
Representação gráfica em matriz. 
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matriz. 
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D14541). Representação gráfica em matriz. 
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Fig. 64. Comparação entre as sequências de aminoácidos da 5 -
nucleotídase citosólica (D38524) e de outras 5'-nucleotídases de 
origem distinta (X55740, X62278, J05241 e D14541). Representação 
gráfica em matriz. 
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enzimas membranares ou possuem o grupo glicosil-fosfatidilinositol (GPI), 
sugestivo de uma origem membranar. 

4.3.C. 5 ' -Nucleot ídase c i tosó l ica (D38524): e s t u d o da sua 
homologia com outras proteínas. 

Dado o interesse desta enzima para este trabalho procedeu-se a um 
estudo algo mais detalhado da sua sequência de nucleótidos codificantes 
(Fig. 65) e da correspondente sequência de aminoácidos [Fig. 66). 

Da análise destas sequências podem fazer-se algumas considerações: 
1. Enquanto que a sequência de nucleótidos do fragmento de DNA. 

recolhido sob o número de acesso D38524, se compõe de 3256 nucleótidos, 
a proteína correspondente contém apenas 561 aminoácidos, isto é, um 
número de aminoácidos menor do que o que corresponderia àquele 
segmento de nucleótidos. O primeiro quadro de leitura aberto do segmento 
localiza-se no tripleto ATG, situado entre os nucleótidos 84-86. A partir 
deste ponto a proteína continua até o tripleto GAA (nucleótidos 1764-
1766). 

MSTSWSDRLQ NAADMPANMD KHALKKYRRE AYHRVFVNRS LAMEKIKCFG 
FDMDYTLAVY KSPEYESLGF ELTVERLVSI GYPQELLSFA YDSTFPTRGL 
VFDTLYGNLL KVDAYGNLLV CAHGFNFIRG PETREQYPNK FIQRDDTERF 
YILNTLFNLP ETYLLACLVD FFTNCPRYTS CETGFKDGDL FMSYRSMFQD 
VRDAVDWVHY KGSLKEKTVE NLEKYWKDG KLPLLLSRMK EVGKVFLATN 
SDYKYTDKIM TYLFDFPHGP KPGSSHRPWQ SYFDLILVDA RKPLFFGEGT 
VLRQVDTKTG KLKIGTYTGP LQHGIVYSGG SSDTICDLLG AKGKDILYIG 
DHIFGDILKS KKRQGWRTFL VIPELAQELH VWTDKSSLFE ELQSLDIFLA 
ELYKHLDSSS NERPDISSIQ RRIKKVTHDM DMCYGMMGSL FRSGSRQTLF 
ASQVMRYADL YAASFINLLY YPFSYLFRAA HVLMPHESTV EHTHVDINEM 
ESPLATRNRT SVDFKDTDYK RHQLTRSISE IKPPNLFPLA PQEITHCHDE 
DDDEEEEEEE E 

Fig. 65 . Sequência de aminoácidos da 5'-nucleotídase citosólica 
de p lacenta humana (D38524) 
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CGCGCGTTGA GGCGGCTGCA GCAGTTGCGC GCTGGGATTG TTGCGG7GCG 
CTGGAGCCGA ATACAAAATA CAGTTAAAAT AAAATGTCGA CCTCCTGGAG 
TGATCGGTTA CAGAATGCAG CAGATATGCC TGCTAACATG GATAAGCATG 
CCCTGAAAAA GTATCGTCGA GAAGCCTATC ATCGGGTGTT TGTGAACCGA 
AGTTTAGCAA TGGAAAAGAT AAAGTGTTTT GGTTTTGATA TGGATT.-.TAC 
CCTTGCTGTG TACAAGTCCC CAGAGTATGA GTCCCTTGGT TTTGAGC77A 
CTGTGGAGAG ATTAGTTTCT ATTGGCTATC CCCAGGAGTT 
GCTTATGATT CTACATTCCC TACCAGGGGA CTTGTCTTTG ACACAC7G7A 
TGGAAATCTT TTGAAAGTCG ATGCCTATGG AAACCTCTTG GTCTGTGCAC 
ATGGATTTAA CTTTATAAGG GGACCAGAAA CTAGAGAACA GTATCCAAAT 
AAATTTATCC AGCGAGATGA TACTGAAAGA TTTTACATTC TG--^-^-~T 
ATTCAACCTA CCAGAGACCT ACCTGTTGGC CTGCCTAGTA GATTT7777A 
CTAATTGTCC CAGATATACC AGTTGTGAAA CAGGATTTAA AGATGGGGAC 
CTCTTCATGT CCTACCGGAG TATGTTCCAG GATGTAAGAG ATGCTG773A 
CTGGGTTCAT TACAAGGGCT CCCTTAAGGA AAAGACAGTT GAAAA7C77G 
AGAAGTATGT AGTCAAAGAT GGAAAACTGC CTTTGCTTCT GAGCCGGA7G 
AAGGAAGTAG GGAAAGTATT TCTTGCTACC AACAGTGACT 
AGATAAAATT ATGACTTACC TGTTTGACTT CCCACATGGC CCCAAGCCTG 
GGAGCTCCCA TCGACCATGG CAGTCCTACT TTGACTTGAT CTTGGTGC-AT 
GCACGGAAAC CACTCTTTTT TGGAGAAGGC ACAGTACTGC GTCAGGTGJA 
TACTAAAACT GGCAAGCTGA AAATTGGTAC CTACACAGGG 
ATGGTATCGT CTACTCAGGA GGTTCTTCTG ATACGATCTG TGACCTG77G 
GGAGCCAAGG GAAAAGACAT TTTGTATATT GGAGATCACA TTTTTGGGGA 
CATTTTAAAA TCAAAGAAAC GGCAAGGGTG GCGAACTTTT TTGGTGATTC 
CTGAACTCGC ACAGGAGCTA CATGTCTGGA CTGACAAGAG TTCACT77TC 
GAAGAACTTC AGAGCTTGGA TATTTTCTTG GCTGAACTCT ACAAGCATCT 
TGACAGCAGT AGCAATGAGC GTCCAGACAT CAGTTCCATC CAGAGAC37A 
TTAAGAAAGT AACTCATGAC ATGGACATGT GCTATGGGAT GATGGGAAGC 
CTGTTTCGCA GTGGCTCCCG GCAGACCCTT TTTGCCAGTC AAGTGA7GCG 
TTATGCTGAC CTCTATGCAG CATCTTTCAT CAACCTGCTG TATTACCC7T 
TCAGCTACCT CTTCAGGGCT GCCCATGTCT TGATGCCTCA TGAATCAACG 
GTGGAGCACA CACACGTAGA TATCAATGAG ATGGAGTCTC CTCTTGCCAC 
CCGGAACCGC ACATCAGTGG ATTTCAAAGA CACTGACTAC AAGCGGCACC 
AGCTGACACG GTCAATTAGT GAGATTAAAC CTCCCAACCT CTTCCCAC7G 
GCCCCCCAGG AAATTACACA CTGCCATGAC GAAGA7GATG ATGAAGAGGA 
GGAGGAGGAG GAAGAATAAG GAGGAAAACC AAAACCCCAA GCACCCA77A 
AACAAGTCCT GGCAGGACTC ACAGGAACAA ACGAGGTCCC TGTTAGGGTT 
CTACTCGGGG GAGGGAGGGG GCTCCATGAA AGGTACGTCT GAAAAGT7TC 
TGAAGATTTT ATTATCATAG ATACTTGTTT TGGTTTTGTG T.ATCTG7ACT 
CTCTGCAGAT GGTCCAAAAT TGTAATGGAG TCTGTATTAG AAGAAAA7AA 
GGGTAAAATC AGGCTGAACT GCATGTATAT GGCTCCACTG TGGCTTG7C-A 
CACTTTTAAA ATCATCCGTA TGTCAGTGTA TCTGGA7ACA CGAGGAAAAG 
GAAAGAGTCT CAGAGTGGAA CAAAGAGTGG GAAGAGGTGA TCTGTAA7G7 
TACAAATTGT GCTATTACTC CAAGGTCCAA CTTTTCCAGT GCATTAC.-.CG 
GTATTGTATA TCAGTGGAGA AATGTATTAT TTCCA7GATC AAATGTAGTC 
TCTGTTAAGG TCAAGTTTTC TTTTATAAGC C7TTAA7TCA TCCTCAG7GA 
CTCTGGCAAG GCTGCTTCTC TATCACTGGC 77TGCACAGA AGTATGCTCT 
ACTTGCGTTG CTTTAGGGCA GOATTCTATT T7GAGGGAAA 
CTTATTACCT TTTGTTTGTT TAATAGCACA A_-.TGC77.ATT TGTTATCCAA 
.- AACAACCTC CTTCTTATCT GTGATAAATC TATAGAAAGA ATTTAGC7GC 
AAGTGGACAA AGGAACAAGC CCCCAGAAAA GAAAGGGAAG AACTGCCT7C 
TTATACTACA GAACATGCAT TAGTGTGGGC TATATA3CTG TGGCTCA7GC 
TACCCAATTC CAGATTTCTT TGTCCTCTAA GAGTTGATTG CTGTAT.-.7TA 
AAATTGAACA TCAGAGGATG GGAAGAGGGC TCTGTAAGCC AGAACCTTAC 
TAAAGTAGAG GGCACAATCA GTGTGAATAA A7CCAC7TCA GAATCTC.---.G 
7CAAGGCCAG GCACGGCGGC TCACGCCTC-7 .-_-.7CCC-.GCA CTTTGC-C-AC-3 
CCG.AGACAGG CGGATCACCT GAGGTCGGGA G77CGAC-.-.CC AGCCTTACCA 
ACATGGAGAA ACCCCATCTC TACTAAAAAT AC.AA.-_-.77AC CTGGGCG73G 
7GG7GCATGC CTGTAATCCC ATCATCTAC7 CAGGAGGCTG 
ATTGCTTGAA CCCAGGAGGC GGAGGTTGCA G7C-AGCCAGG i m r r p m ^ ^ f " - -n 

TGCACTCCAG CCTGGGCAAC AAGAACAA.AA CTCCA7CTCA AAAAAT AAA.-. 
CAAGTCGAAA TCACCTCTTG 77TTAAAC.AA GAA.TGA_-.7CA 

77ACTGTGTA TGTTAGGGTA TTAAAACTGT T7CACCAGTA CAGTGA.-_-.G7 
7GTTTCAACA TTTTAAACAA ACAGTGGTTA 7A3AC7CTTT CTTTAACCAT 
7GTA7ATTTT CTTCCATTCT TGTCATTGG7 CAATAGC-GGA GGGTAGA77A 
GCTGCT 

Fig. 66. Sequência de nucleótidos codificantes para a 
nucleotidase citosólica de placenta humana (D38524). 

5 -

http://A_-.TGC77.ATT
http://-_-.7CCC-.GCA
http://AC.AA.-_-.77AC
http://GAA.TGA_-.7CA
http://CAGTGA.-_-.G7


203 

2. Ressalta a presença de 13 resíduos carregados - glutamato (E) e 
aspartate (D) - na sua extremidade carboxílica final, salientando-se, de um 
modo particular, uma sequência de 8 glutamates terminais. Estes 13 
resíduos carregados correspondem à sequência GAC GAA GAT GAT GAT 
GAA GAG GAG GAG GAG GAG GAA GAA que constitui o fragmento 1728-
1766 da sequência de nucleótidos. 

3. Considerando a presença de poliglutamato na extremidade 
carboxílica da proteína pesquisou-se, através do programa "retrieve" de 
proteínas, a presença deste fragmento em outras proteínas, tendo-se 
verificado a sua presença em uma grande variedade de proteínas. 
Resultados parecidos obtiveram-se quando a pesquisa se efectuou através 
da sequência de nucleótidos 1728-1788 que codificam o fragmento de 
poliglutamato-aspartato terminal. Não se detalham os resultados destas 
pesquisas já que se afastam do objectivo deste trabalho. 

Não obstante, o facto de a 5'-nucleotídase citosólica conter na sua 
extremidade carboxílica estes resíduos ácidos, permitiu, por um lado, 
t en ta r a produção de um anticorpo contra o poliglutamato (ver 
Considerações finais) e, por outro, a observação de uma franca homologia 
com o receptor da proteína A do surfactante pulmonar (SP-A) (n° de acesso 
LIO 124), como a seguir se verá. 

4 . 3 . c l . Estudo comparativo entre a 5'-nucleotídase citosólica e o 
receptor da SP-A. 

Dada a analogia entre esta última proteína e a 5-nucleotídase 
decidiu-se comparar, na sua totalidade, as respectivas sequências de 
nucleótidos e as correspondentes sequências de aminoácidos (Fig. 67). 

Como se pode observar existem zonas de grande homologia entre as 
sequências de nucleótidos codificantes para a 5'-nucleotidase citosólica 
(D38524) e para o receptor específico da SP-A (LIO 124), sensivelmente entre 
os nucleótidos em posição de cerca de 1200 e 2800 e 50 e 1600, 
respectivamente [Fig. 67 A). A análise das sequências de aminoácidos [Fig. 
67 B), contudo, é mais elucidativa, observando-se homologia entre os 
resíduos de aminoácidos situados sensivelmente entre as posições 400 e 
560 (D38524) e entre 0 e 130 (B48516). 

Comparando os aminoácidos de cada uma das sequências peptídicas 
destas proteínas (Fig. 68), observou-se uma identidade absoluta entre os 
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primeiros 132 resíduos da sequência do receptor da SP-A (1-132) e os 
últimos 132 da sequência da enzima citosólica (430-561). 

O que é o receptor da Proteína A do surfactante do pulmão (SP-A)? 

O surfactante pulmonar é um complexo lipoproteico produzido e 
secretado pelas células tipo II dos alvéolos que intervém na diminuição e 
na manutenção de uma baixa tensão superficial na interface ar/líquido 
intra-alveolar, evitando o seu colapso após a expiração (Kuroki e Akino, 
1991). 

É constituído por cerca de 90% de fosfolípidos (particularmente a 
fosfatidilcolina e o fosfatidilglicerol), e 10% de proteínas. Entre as várias 
proteínas presentes no surfactante pulmonar, as SP-A, SP-B, SP-C e SP-D 
são as 4 proteínas mais conhecidas, sendo a primeira, o seu mais 
abundante componente proteico (Casais e col., 1993; Rubio e col.. 1995). 

A SP-A é uma glicoproteína, octadecamérica, polimórfica, cujo peso 
molecular do seu monómero se situa entre 29-36 kDa (Kuroki e col.. 1988; 
Kuroki e Akino, 1991; Casais e col., 1993; Strayer e col., 1993; Rubio e 
col., 1995). 

Além de promover a interacção entre fosfolípidos, a transformação dos 
corpos lamelares secretados em mielina tubular dentro dos alvéolos, e de 
estar implicada em mecanismos de defesa (opsonização e promoção da 
fagocitose), a SP-A actua como proteína reguladora da secreção do 
surfactante, inibindo a secreção fosfolipídica. Esta acção é mediada pela 
alta afinidade desta proteína para um receptor específico, constituído por 
284 aminoácidos, presente na membrana das células tipo II dos alvéolos 
(Kuroki e col., 1988; Kuroki e Akino, 1991). 

Foram precisamente as sequências codificantes e peptídicas deste 
receptor membranar o objecto de es tudo comparativo com as 
correspondentes sequências da enzima 5'-nucleotídase citosólica. 

Observando-se esta homologia e aceitando a ligação da SP-A ao seu 
receptor específico, sugere-se a possibilidade de a proteína SP-A poder 
inter-reagir com a 5'-nucleotídase citosólica tendo como consequência uma 
diminuição da sua actividade enzimática. Como estes estudos estão fora 
do alcance deste trabalho, refere-se apenas , como uma hipótese 
merecedora de um estudo mais aprofundado. 
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Fig. 67. Representação gráfica de matrizes de comparação entre 
sequências de (A) nucleótidos codificantes para a 5'-nucleotidase 
citosólica (D38524) e para o receptor da SP-A (L10124) e, (B) de 
aminoácidos da 5'-nucleotídase citosólica (D38524) e o receptor do SP-A 
(B48516). 
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Fig. 68 . Comparação en t re as sequênc ias pept íd icas da 5'-
nucleot ídase ci tosólica (D38524) e do r ecep to r da prote ina A do 
surfactante pulmonar (SP-A) (B48516). 

Os pontos a negro representam identidade de aminoácidos, que se 
verifica entre os resíduos de aminoácidos 430 e 561 da 5'-nucleotídase 
citosólica (D38524) e entre os resíduos 1 e 132 do receptor da SP-A 
(B48516). 



5. Considerações Unais 
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Com se referiu no capítulo da Introdução existem várias enzimas com 
actividade 5'-nucleotidásica, presentes em quase todos os tecidos. Estas 
enzimas diferem na especificidade para o substrato, na distribuição 
subcelular, no efeito que exercem os catiões sobre essas actividades, etc. 
No entanto, apesar de desempenharem funções relevantes no metabolismo 
de nucleótidos, não está ainda devidamente esclarecido o papel que cada 
uma delas desempenha no control dos níveis de adenosina, níveis esses 
que ajudam a regular uma enorme quantidade de funções biológicas. 
Parecia, portanto, fundamental, ter um melhor conhecimento das enzimas 
que regulam a síntese deste nucleósido. Quando se iniciou este estudo, e, 
contrariamente, ao verificado relativamente aos níveis e distribuição de 
adenosina (WojciK e Neff, 1982; Braas e col., 1986), o cérebro de rato era 
um dos tecidos menos estudados quanto a actividades 5'-nucleotidásicas. 
Em consequência, pareceu ser de todo o interesse analisar as 5'-
nucleotídases solúveis de cérebro de rato, responsáveis pela hidrólise intra
celular dos nucleósidos monofosfatos. 

Como se mencionou anteriormente, o grupo de Bozal descreveu, em 
1981 (Franco e col., 1981), a presença no cérebro de rato de uma actividade 
5'-nucleotídase solúvel de alta afinidade para o AMP [Km = 24 \xM), não 
dependente da presença de iões Mg2 + para a sua actividade e inibida por 
ATP e ADP. Mais recentemente, Orford e Saggerson (1996) purificaram do 
cérebro de rato uma actividade citosólica com características cinéticas 
similares à anterior (trata-se provavelmente da mesma actividade) e 
mos t r a r am que a proteína purificada possu ía u m resíduo de 
fosfatidilinositol. Esta actividade, pese a encontrar-se na fracção solúvel, 
pode ter como origem a enzima membranar, quer pela acção sobre esta 
exercida por fosfolípases quer como resultado de uma solubilização parcial 
da membrana (ver Introdução). 

Se bem que esta 5'-nucleotídase solúvel, com alta afinidade para o 
AMP, pareça ser, em princípio, uma enzima chave para a produção de 
adenosina no citoplasma, o facto de ser fortemente inibida pelo ATP (K[ da 
ordem de micromolar) sugere um contributo pouco significativo, como 
actividade geradora desse nucleósido. 

Ao iniciar este trabalho, o grupo de Sillero t inha já evidências 
indirectas da existência, no cérebro de rato, de uma actividade 5'-
nucleotídase distinta da mencionada anteriormente, e que se tratava, 
possivelmente, da 5'-nucleotídase IMP/GMP específica, estimulada pelo 
ATP e Ap4A e descrita em outros tecidos (Pinto e Fernandez, 1987). Neste 
trabalho propôs-se, em primeiro lugar, purificá-la à homogeneidade e 
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caracterizar a sua actividade no cérebro. Em segundo lugar, estudar o 
metabolismo de nucleótidos, em presença da fracção citosólica de cérebro 
de rato, bem como, do AMP, em presença de concentrações fisiológicas de 
ADP e ATP. 

A confirmação da existência de uma 5'-nucleotídase, activada pelo 
Ap4A, na fracção citosólica de cérebro de rato, foi obtida, quando, essa 
fracção foi cromatografada numa coluna de exclusão molecular. Nas 
fracções recolhidas foram ensaiadas as actividades 5'-nucleotidásicas 
depois de uma prévia incubação na presença e na ausência de EDTA, 
composto que inibe a 5'-nucleotídase de alta afinidade para o AMP (Franco 
e col., 1981; Mallol e Bozal, 1983). Como se observa na Fig. 5, a incubação 
na presença de EDTA deslocou a actividade activada pelo Ap4A, três 
fracções para a direita, com respeito à actividade determinada na ausência 
de EDTA. 

Confirmada a presença no citosol de cérebro de rato da actividade 5 -
nucleotídase activada por este dinucleósido polifosfato (Ap4A) procedeu-se 
à sua purificação. Numa primeiro etapa, e com base em esquemas de 
purificação desenvolvidos por outros, para a enzima de fígado de rato, e 
pelo grupo de Sillero, para a enzima de Artemia, estabeleceram-se as 
condições mais adequadas para a purificação da enzima de cérebro. O 
resultado final encontra-se na Tabela 4. 

Os dados mais importantes a destacar neste processo de purificação 
são os seguintes: 

(i) A actividade IMP/GMP específica total recuperada no citoplasma de 
cérebro de rato (sobrenadante de 150 000 x g) foi de 66 mU/g de cérebro ou 
de 5 mU/mg de proteína. Este último valor é muito similar aos 
encontrados para esta actividade no fígado de rato (6 mU/mg (Itoh, 1981)) 
e no pulmão de porco (4,8 mU/mg (Itoh e Yamada, 1990)). 

(ii) A diferença mais significativa encontrada, durante a purificação da 
enzima de cérebro, em relação a outras purificações descritas, foi o facto 
de, estas não mencionarem a obtenção de distintos picos de actividade 
quando se empregam colunas de fosfocelulose ou de afinidade, como ocorre 
com a enzima de cérebro (ver Fig. 7, Fig. lie Fig. 12). Unicamente 
Bontemps e col. (1988), ao estudarem as actividades 5'-nucleotídase em 
eritrócitos humanos, referem a obtenção de dois picos de actividade, ao 
aplicar em coluna de DEAE-Trisacryl hemolizados de sangue "outdate" 
(caducado), picos esses que se interconvertiam quando se procedia a uma 
pré-incubação do hemolizado com 2 mM de 2,3-DPG. No caso presente, a 
pré-incubação com 2,3-DPG (resultados não apresentados) não teve o 
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mesmo efeito. Contudo, quando se recromatografaram, serparadamente, os 
picos I e II da coluna de afinidade de Dyematrex Green A {Fig. 13), cada um 
deles deu novamente origem aos picos I e II. Ambos os picos davam lugar a 
uma mesma banda, de aproximadamente 52 kDa, quando se analisaram 
por electroforese em gel, em condições desnaturantes. 

De igual modo, ao estudar o comportamento da 5'-nucleotídase 
IMP/GMP específica de distintos tecidos de rato, em coluna de afinidade 
(Dyematrex Green A) (ponto 4.2.i), encontrou-se que, em todos eles, esta 
actividade eluía em dois picos, cujo quociente (I/II) estava compreendido 
entre 1,2 e 2 (com excepção dos testículos). Neste estudo, incluíu-se 
também a enzima de cistos de Artemia, já que nesse estádio, a Artemia 
possui apenas uma actividade proteolítica vestigial. Apesar de tudo, o 
quociente de actividade entre os picos I e II foi, igualmente, de 2. Parece, 
pois, ser altamente improvável que, os distintos picos de actividade que se 
obtêm durante a cromatografia, tanto em coluna de fosfocelulose como de 
afinidade, se devam a artefactos proteolíticos, devendo corresponder, antes 
sim, a agregados da enzima. De facto, a facilidade da enzima de formar 
agregados, observou-se ao tentar determinar o peso molecular da mesma, 
no estado nativo, por filtração em gel (ver Fig. 20). 

No entanto, é muito difícil descorar completamente a hipótese de, ao 
longo do processo de purificação, a enzima não sofrer a taques 
proteolíticos. Na realidade, duran te os es tudos efectuados para 
determinação da massa molecular, observou-se de uma forma sistemática, 
que à medida que aumentava o grau de purificação da enzima, menor era 
esse valor. Este facto, sugere que em algum passo desse processo a enzima 
sofre proteólise. Do mesmo modo, o valor de 52 kDa determinado para as 
sub-unidades, pode ser o resultado desses mesmos fenómenos. De facto, 
essa possibilidade encontra-se descrita na literatura, alicerçada pelo facto 
de a mesma enzima, tratada segundo condições e metodologias diferentes, 
apresentar valores de massa molecular das suas subunidades, igualmente 
diferentes (Oka e col., 1988). 

Os estudos realizados sobre as propriedades cinéticas da enzima 
purificada, assim como, a sua dependência de metais, fazem com que a 
enzima de cérebro seja indistinguível da de outras fontes. 

Como já se mencionou anteriormente no capítulo de Introdução, a 
activação da enzima pelo ATP e GTP (Van den Berghe e col., 1977), e pelo 
2,3-DPG (Bontemps e col., 1988), ocorre quando em concentrações da 
ordem de milimolar, Em 1986, Pinto e col. descreveram o efeito 
estimulador da diadenosina tetrafosfato em concentrações 100 vezes mais 
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baixas. Neste trabalho estudaram-se, comparativamente, como efectores 
da enzima, todos os diadenosina polifosfatos (ApnA) comerciais (2 < n < 6). 
Aproveitando os conhecimentos que se d i spunham para sintetizar 
heterodinucleósidos tetrafosfatos, sintetizaram-se e ensaiaram-se os 
compostos recolhidos na Tabela 14: AP4A, Ap4G, Ap4l, Ap4C Ap4U, Ap4X, 
Ap4£A, ddAp4A. Pelos resultados obtidos, e como se comenta no ponto 
4.1.d.8.f., o AP4A resultou ser melhor activador que qualquer um dos 
outros heteroderivados ensaiados. A substituição de uma das adeninas por 
uma purina distinta (G, X ou I), diminuia o efeito activador; se era 
substituída por uma pirimidina (U ou C) o dinucleótido resultante já não 
era activador. Outras modificações, como a eliminação dos grupos OH em 
posição 2' e 3' de uma das ribose, ou a introdução de um grupo eteno 
numa das moléculas de adenina, eliminava o efeito activador do composto 
resultante. 

Estudando o efeito dos diadenosina polifosfatos sobre a enzima, 
observou-se que à medida que aumentavam o seu número de fosfatos 
internos, mais efectivos se tornavam estes compostos como activadores da 
enzima. Estes resultados sugeriram que a própria cadeia de fosfatos, 
independentemente dos extremos de adenosina, podia, igualmente, actuar 
como efectores da reacção. Para isso, ensaiaram-se o efeito dos polifosfatos 
comerciais, Type 5 e Type 15 (Sigma), com um comprimento de cadeia de 
fosfatos de 5 í 2 e 18 + 3, respectivamente. De acordo com os resultados 
inicialmente obtidos, enquanto que o P5 não exercia um efeito activador 
sobre a enzima, o Pi5 resultou ser tão activador como os polifosfatos de 
diadenosina, mas com uma constante de activação (Ka) menor. Dado que. 
os produtos comerciais P5 e Pi5 são, na realidade, uma mistura de 
polifosfatos de distinto comprimento de cadeia, pareceu conveniente 
analisar a sua composição, antes de tirar quaisquer conclusões em 
definitivo. Para isso, apuraram-se métodos cromatográficos de separação 
de fosfatos, utilizando uma coluna de DEAE-celulose e uma eluição com 
um gradiente de bicarbonato de amónio. A identidade dos polifosfatos 
eluidos em cada fracção determinou-se mediante os seguintes 
procedimentos: 

i) Calculou-se o fósforo total em todas as fracções, hidrolizando os 
polifosfatos (Pn) mediante tratamento prévio com fosfatase alcalina, ou por 
hidrólise em meio ácido (ver Material e Métodos) obtendo-se, desta forma, 
o perfil cromatográfico de eluição dos preparados comerciais P5 e Pi5. 

ii) Nas mesmas condições experimentais, cromatografaram-se os 
produtos comerciais, Pi, PPi, P3, P4 e P5, o que serviu para construir uma 
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recta padrão, relacionando o comprimento da cada cadeia de fosfatos com 
0 volume ou a fracção respectiva a que eluiam. 

iii) Mediante esta curva padrão, e considerando que se mantinha a 
linearidade, calculou-se o valor de n, dos Pn , em cada fracção. 

Os resul tados obtidos, aplicando esta metodologia, foram os 
seguintes: 

A. O polifosfato tipo P5 comercial estava constituido principalmente 
por Pi e PPi, isto é, não era P5. Estes resultados foram obtidos em várias 
preparações comerciais, da casa Sigma, todas elas referenciadas como P5. 

B. Com os polifosfatos do tipo P i 5 , observou-se um pico 
preponderante correspondente a P is , o que estava de acordo com as 
especificações da casa Sigma e com os cálculos efectuados, confirmando a 
validade do procedimento experimental utilizado. 

Como se pode verificar na Tabela 15, todos os polifosfatos ensaiados 
estimulavam a 5'-nucleotídase, sendo, particularmente activas, as fracções 
correspondentes a um número de fosfatos igual a 18, 19 e 20. Os valores 
de Ka determinados, como se pode observar na Tabela 16, foram de cerca de 
1 micromolar, isto é, aproximadamente 50 vezes mais baixos que os 
valores de Ka determinados para os polifosfatos de diadenosina. Ensaiou-
se, igualmente, o polifosfato P35, sem purificar, ante a impossibilidade de 
obter uma separação de todos os seus componentes, e mesmo assim, o 
valor de Ka determinado foi também da ordem de 1 micromolar. É de prever 
que alguns dos seus constituintes tenham valores de Ka ainda mais 
baixos. 

Le Hir (1991) descreveu o efeito activador do decavanadato sobre a 
actividade 5'-nucleotidásica da enzima, em concentrações da ordem de 0.1 
\\M. Uma vez que, os iões fosfato e vanadato são estruturalmente 
semelhantes, os seus poliderivados tornam-se estruturalmente muito 
semelhantes. Deste modo, é de prever, que o efeito provocado sobre a 
enzima por estes compostos seja explicado por um mecanismo de actuação 
semelhante. 

Como já se referiu no capítulo de Introdução, a 5'-nucleotídase 
IMP/GMP específica além da sua actividade 5'-nucleotidásica. actua 
também como uma fosfotransferase, catalisando a tranferência de um 
grupo fosfato de um dador apropriado (IMP, GMP, etc) para um receptor 
adequado (Ino, Guo, etc). Na Tabela 18 encontram-se os resultados obtidos 
ao es tudar os dinucleósidos polifosfatos e o polifosfato Pi5 sobre esta 
actividade. 
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Da análise desses resultados observa-se que compostos estimuladores 
da actividade 5'-nucleotidásica da enzima, comportam-se, igualmente, 
como estimuladores da sua actividade fosfotransferásica. Mais ainda, o 
grau de efectividade de cada um desses compostos sobre a enzima é 
semelhante para ambas as actividades. Compostos não activadores da 
actividade 5'-nucleotidásica, comportam-se. da mesma forma, em relação à 
actividade fosfotransferásica. 

Os resultados obtidos, quantificando simultaneamente cada uma 
destas actividades, na presença de AP4A como efector e em fracções 
recolhidas de uma coluna de Dyematrex Green A, mostraram uma relação 
entre ambas próxima da unidade (ver Fig. 38). Os trabalhos de Pesi e col. 
(Pesi e col., 1994, 1996) parecem indicar, contudo, que em condições 
fisiológicas, a actividade preponderante seria a fosfotransferásica. 
dependendo apenas da disponibilidade de substratos dador e receptor 
adequados. 

Outro capítulo deste trabalho foi dedicado ao estudo do metabolismo 
dos nucleótidos purínicos em extracto de cérebro. 

Com este estudo pretendeu-se ter outra visào sobre o papel das 5 -
nucleotídases no metabolismo dos nucleótidos purínicos. Para isso, 
i ncuba ram-se AMP, GMP, IMP e XMP em presença da fracção 
citoplasmática de cérebro, seguindo-se a formação dos produtos de 
degradação de cada nucleótido. Estes ensaios foram ainda ampliados com 
ensaios similares, utilizando como substratos, as correspondentes bases e 
nucleósidos purínicos, tendo sido, também, analisada a influência de 
distintos valores de carga adenílica (CA.) sobre o metabolismo de AMP. 
Todos estes ensaios foram efectuados através da análise dos produtos de 
degradação mediante cromatografia liquida de alta resolução (HPLC). Esta 
técnica é especialmente adequada para este tipo de ensaios, devido às 
propriedades de absorção no ultravioleta que apresentam estes compostos, 
permitindo seguir, de uma maneira fácil, a sua aparição durante o 
processo cromatográfico e caracterizar as alterações nos anéis purínicos 
mediante a análise do seu espectro ultravioleta. 

Apesar da bondade desta técnica, e por forma a complementar os 
resultados do estudo deste metabolismo, foi efectuado, em paralelo, um 
estudo teórico, sobre as alterações teóricas que sofririam os metabolitos 
submetidos à acção sequencial ou simultânea de todos as enzimas capazes 
de modificá-los, presentes no extracto de cérebro. 

Este estudo efectuou-se desenvolvendo as equações diferenciais 
adequadas , que puderam ser resolvidas com a ajuda do Programa 
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"Mathematica". O t ra tamento matemático seguido, está bas tan te 
detalhado na parte de Resultados e Discussão, pelo que, aqui, se limitará 
a expor os resultados mais conclusivos que se obtiveram, com ambos os 
estudos. 

1. A degradação do AMP, em presença de extracto de cérebro, deu 
origem à aparição exclusiva de adenosina, inosina e hipoxantina, não se 
observando a aparição de IMP. Este perfil de degradação indica que, nestas 
condições, o AMP é degradado exclusivamente através das 5'-nucleotidases. 

Como se sabe, são duas as enzimas que participam nesta etapa: a 5'-
nucleotídase de alta afinidade para o AMP, aqui designada por E l , e a 
específica para o IMP/GMP, designada de E2- Mediante t ra tamento 
matemático, e baseados nos resultados experimentais, demonstrou-se que 
a enzima responsável pelos resultados obtidos era a E i, sem que a enzima 
E2, participasse de um modo significativo na degradação de AMP. 

2. A degradação do IMP originou a aparição de inosina e hipoxantina 
e a do XMP apenas de xantosina. 

3. É significativo que o GMP origine, como produtos de degradação, 
exclusivamente, a guanosina e a xantina. A tempos longos de incubação 
permanece apenas a xantina, aparecendo, ainda, um novo produto cuja 
natureza está actualmente a ser investigada. É também significativo que 
não se observe a formação de guanina [Fig. 44). Após o tratamento 
experimental e teórico concluiu-se que este facto poderia ser interpretado 
pela presença de uma forte actividade da guanina desamínase que 
rapidamente transforma a guanina, que se forma pela acção da guanosina 
hidrolase (uma nucleosidase), em xantina. 

4. Tanto em 1., como em 2. e em 3., não se observou a aparição de 
ácido úrico. Embora esteja descrita a presença, em pequenas quantidades, 
de xantina oxidase no cérebro (Betz, 1985; Moriwaki e col., 1993). nestas 
condições, esta enzima é muito pouco efectiva. Pode, pois, concluir-se que 
os produtos finais da degradação dos nucleótidos purínicos são a 
hipoxantina (para o AMP e IMP), e a xantina (para o GMP e XMP). 

5. O metabolismo do AMP é radicalmente alterado, quando o meio de 
ensaio se suplementa com ADP e ATP. O ensaio efectuou-se em quatro 
condições distintas de carga adenílica (C.A.): 0.8, 0,6, 0,4 e 0.2. O 
resultado mais significativo foi, nestas condições, a aparição de IMP e a 
não aparição de adenosina, contrastando claramente com os resultados 
em que se incubou AMP na ausência de ATP. 

Estes resultados podem ser explicados quer experimental quer 
teoricamente, pela acção simultânea e contrária do ATP, sobre as enzimas 
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AMP desamínase e 5'-nucleotídase solúvel de alta afinidade para o AMP. 
De facto, o ATP é um forte activador da enzima responsável pela 
desaminação do AMP em IMP (AMP desamínase) (Chapman e Atkinson, 
1973) e um forte inibidor da segunda, responsável pela conversão de AMP 
em adenosina (Mallol e Bozal, 1983). 

Efectuou-se, igualmente, um estudo, que se apresenta na parte 4.3., 
sobre a similitude de sequências das 5'-nucleotídases. 

Tomando como referência a 5'-nucleotídase humana de membrana 
(X55740) observou-se significativa homologia de sequências de nucleótidos 
dos seus genes codificantes, bem como, das sequências de aminoácidos 
respectivas, com outras 5'-nucleotídases de origem membranar, mas não 
com a 5'-nucleotídase citosólica. Esta enzima, cujo gene foi clonado a 
partir da placenta humana, não apresentava, por sua vez, zonas de 
homologia com nenhuma outra nucleotidase. A 5'-nucleotídase citosólica 
possuía, contudo, a particularidade de, na sua extremidade carboxílica, 
apresentar um fragmento de poliglutamato, com base no qual se procedeu 
a uma série de ensaios. 

Deste modo, tentou-se obter anticorpos frente a L-poliglutamato 
comercial, usando a galinha como animal produtor de anticorpos. Para 
isso, vários animais foram injectados com uma solução de L-poliglutamato 
em soro de Freund's, analisando-se a presença de anticorpos na gema dos 
ovos do animal. Aplicando uma metodologia convencional, descrita por 
Polsen e col. (1985), isolaram-se as imunoglobulinas presentes na gema de 
ovo, investigando-se a aparição de anticorpos frente ao L-poliglutamato, 
dias depois da injecção do antigenic Apesar de se ter observado a 
produção do anticorpo correspondente, este não teve nenhum efeito 
apreciável sobre a enzima. Devido a esta falta de actividade esta parte não 
se descreve em Resultados. 

Em consequência da pesquisa de similitudes entre sequências de 
observou-se, inesperadamente, uma franca homologia entre a 5 -
nucleotídase citosólica (n° de acesso D38524) e o receptor da proteína A do 
surfactante do pulmão, quer a nível de nucleótidos dos seus genes 
codificantes, quer a nível dos aminoácidos respectivos, Actualmente, não 
se vislumbra uma razão para tal homologia, ainda mais quando se trata de 
uma enzima solúvel e um receptor de membrana. É de crer, no entanto que 
se trata de um facto significativo que mereceria um estudo posterior que, 
desde logo, cai fora do alcance deste trabalho. 



6. Conclusões 
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1. A actividade 5'-nucleotídase IMP/GMP específica foi purificada cerca de 
450 vezes, a partir da fracção citoplasmática de tecido cerebral de rato, 
utilizando métodos convencionais (fraccionamento com sulfato de amónio, 
cromatografia em coluna de fosfocelulose, cromatografia de afinidade e 
cromatografia de interacções hidrofóbicas). A actividade específica final da 
enzima purificada foi de 2,2 U/mg de proteína. 

2. A enzima purificada apresentou as seguintes características: 
2.1. Estrita dependência da presença dos catiões divalentes, com a 

seguinte actividade relativa: Mg2+ (100) > Co2+ (46%) > Mn2+ (12) > Cu2 + (11) > 
Ni2 + (7). Os catiões monovalentes, Na+ e K+, quando em concentrações 
elevadas, e na presença de catiões divalentes, comportam-se como activadores 
da reacção enzimática. 

2.2. Os valores de Km (So,5) para substratos indicados foram, na 
ausência (e presença de 0,050 mM de Ap4A), os seguintes: IMP, 0,6 (0,3): GMP, 
4,6 (0,7); AMP, 15 (7,0) e XMP, 11 (4,7) mM. 

2.3. Os valores de pH e de temperatura óptimos de reacção, 
determinado com IMP como substrato, estavam compreendidos entre 6.5 e 7.0 
e entre 35 e 42 °C, respectivamente. 

2.4. Ensaiaram-se várias séries de efectores com as seguintes 
actividades relativas (os números entre parêntesis indicam os valores de Ka 
(uM), quando determinados): 

Homodinucleósidos polifosfatos: Ap4A (83) > Gp4G. 
Heterodinucleósidos tetrafosfatos: Ap4A > Ap4G > Ap4X > Ap4I > 

ddAp4A > Ap4eA > Ap4U > Ap4C. 
Diadenosina polifosfatos: ApôA (57) > ApsA (77) > A p ^ (83). O Ap3A e 

o Ap2A não foram efectores. 
Polifosfatos: P2o (0,6) > P19 (0,9) > Pis (3,5) > P12-> Pio-
2,3-Difosfoglicerato < Apẑ A. 

Segundo estes dados: 
a. Para que um diadenosil-polifosfato seja activador da enzima, 

necessita de ter, pelo menos, na sua cadeia interna, 4 fosfatos. 
b. Compostos do tipo Ap4N, perdem bastante capacidade efectora 

quando N é uma pirimidina. 
c. Os polifosfatos (Pn), com um número de fosfatos superior a 5 

(n>5), são efectores da reacção, sendo os de cadeia mais longa, os mais 
eficazes. 
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2.5. Compostos efectores da actividade nucleotidásica são igualmente 
efectores da actividade fosfotransferásica, com as seguintes actividades 
relativas: 

Ap6A > Ap5A > Ap4A > P15 > Ap4G > Ap4X > 2,3 -DPG > Ap4U. 

3. Estudou-se o destino metabólico das bases, nucleósidos e nucleótidos 
purínicos, mediante incubação na presença do sobrenadante de 150 000 x g de 
extracto cerebral de rato. Procedeu-se, em paralelo, a um estudo matemático, 
mediante a resolução de equações diferenciais com a ajuda do Programa 
"Mathematica". Com ambos estes estudos obtiveram-se resultados parecidos. 
As conclusões foram as seguintes: 

3.1. Na ausência de ATP, o AMP é degradado preferencialmente a 
adenosina, com a intervenção preponderante da enzima 5-nucleotidase de alta 
afinidade. 

3.2. Valores de carga adenílica variáveis (0,8, 0,6. 0.4 e 0.2) 
influenciam significativamente o destino metabólico do AMP, sendo este 
metabolizado preferencialmente via IMP, sem que se observe a formação de 
adenosina. 

3.3. O cérebro contém uma forte actividade guanina desamínase, 
responsável pela obtenção da xantina, como produto final da degradação do 
GMP, sem que se visualize a formação intermediária de guanina. 

3.4. A partir de XMP e de GMP, obtêm-se, após longos períodos de 
incubação, ura composto de natureza desconhecida, que procede da xantina. 

4. Observou-se grande homologia entre as sequências nucleotídicas dos 
genes codificantes para 5'-nucleotídase citosólica e para o receptor da proteína 
A do surfactante pulmonar, bem como, entre as respectivas sequências de 
aminoácidos. 
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Fig . 4 1 . Pe r f i s c r o m a t o g r á f i c o s d a 5 ' - n u c l e o t í d a s e I M P / G M P 
espec í f i ca de d i s t i n t o s t e c idos do r a to e de c i s tos de Artemia. 

Alíquotas de enzima dialisada, com um teor em proteínas de cerca de 5 mg, 
provenientes da precipitação por sulfato de amónio (0 a 45%) de homogeneizados 
cistos de Artemia e de cada um dos tecidos de rato indicados foram aplicados 
numa coluna de Dyematrex Green A de 1,3 ml de volume. As condições de eluição 
e a determinação das actividades enzimáticas nas fracções eluídas foram idênticas 
às descritas na Fig. 40. 

Em A, cistos de Artemia; B, cérebro; C, coração; D, fígado; E, pulmão e F. 
testículos. 
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Errata 

Pág. L i n h a Onde se lê Deve ler-se 

2 8 18 1,8 

18 3 4 mat r ix ma t r i z 

2 3 18 substratos subs t ra tos dadores 

2 9 8 (eq.2) E-aa-AMP E-aa-AMP + tRNA 

3 0 12 (eq.7) PPi ATP 

3 0 12 (eq.7) E + LH + AP4A E + LH2 + AP4A 

3 0 16 s in te t i sar s in te t izar 

9 4 14 Artemia Artemia 

1 0 3 5 (...30, 35, 42...) (...30, 35 , 37, 42...) 

121 Tabela 10 P4A P4A 

134 3 1 (Tabela 15 e Fig. 36) (Tabela 15) 

137 3 Tabela 16. Tabela 16 e Fig. 36 

164 Tabela 20 [Km e KJ (Vmax. K m e Ki) 

1 6 6 Tabela 21 [AMP] [ATP] V 6 [AMP][ATP]V6r 

1 7 3 B (Fig. 48) V2AMP=4.8 V2AMP=0 
V2imp=1 .6 V 2 i m p = 0 

174 9 explici t i to expl íci to 

1 8 8 8 (Fig. 56) (..., 2)). (..., 2); xan t ina (3)) 



Errata 

Pág. Linha Onde se lê Deve ler-se 

2 8 18 1,8 
12 12 inositol fosfatidilinositol 
18 34 matrix matriz 
23 18 substratos substratos dadores 
29 8 (eq.2) E-aa-AMP E-aa-AMP + tRNA 
30 12 (eq.7) PPi ATP 
30 12 (eq.7) E + LH + Ap4A E + LH2 + AP4A 
30 16 sintetisar sintetizar 
30 28 dinucleósido nucleósido 
94 14 Artemia Artemia 

103 5 (...30, 35, 42...) (...30,35,37,42...) 
120 22 DPG e 3-DPG PG e 3-PG 
121 Tabela 10 P4A P4A 
134 31 (Tabela 15 e Fig. 36) (Tabela 15) 
137 3 Tabela 16. Tabela 16 e Fig. 36. 
164 Tabela 20 (Km e Ki) ( Vmax, -Km e Kj) 
165 Tabela 21 [IMP] KmIno P KmIno 

KiIMP KiH 
166 Tabela 21 [AMP] [ATP] V6 [AMP][ATP]V6r 
172 8 (Fig.47) (o); hipoxantina (A)) (•); hipoxantina (0)) 
173 B (Fig. 48) V2AMP=4.8 V2AMP=0 

V2imp=1.6 V2imp=0 
174 9 explicitito explícito 
188 8 (Fig. 56) (..., 2)). (..., 2);xantina (3)). 


