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A existéncia de um poder lipolitico no soro, foi assinalada por
HanriOoT em 1896 (14). A esta diastase de pressuposta origem pancrea-
tica, denominou Lipase (15). No ano seguinte, porém, demonstrou que
a lipase que se encontra normalmente no sangue, nao provém do pan-
creas. uma vez que a retirada déste orgao nao altera o teor da lipa-
semia. Verificou outrossim, que a atividade lipasica sObre a monobu-
tirina varia com a ‘‘alcalinidade do meio” e que a lipase pancreatica
¢ diferente da do soro (16).

O térmo lipase, toi criticado por ARTHUS, que empregando varios
substratos, demonstrou que o enzima presente no soro nao tem poder
lipolitico sobre os oleos animais e vegetais formados de tripalmitina
e triestearina, mas decompoe a monobutirina (3). Confirma assiin a
atividade do enzima do soro sobre monobutirina assinalada por HANRIOT
e propoe que se denomine de monobutirinase, a diastase do sOro que
desdobra a monobutirina (3) (6) (17).

A este enzima presente no soro e que desdobra a monobutirina e
a tributirina e age sobre esteres simples (butirato de etila) OPPENHEIMER
em 1925 classificou de esterases (25), ADAMS & WHITTAKER classificaram
as esterases presentes no soro de acordo com o substrato sobre o qual
acem, em 3 classes principais:

1) Aliesterases ou esterases alifaticas, as que hidrolisam a tribu-
tirina, butirato de metila, ete., e ésteres alifaticos.

2) Colinesterases verdadeiras ou especificas, as que hidrolisam a
acetilcolina.

3) Colinesterases nao especificas, as que hidrolisam tanto os es-
teres de colina como os ésteres alifaticos (1) .

As lipases catalisam a hidroélise de gorduras neutras, fosfolipides e

ésteres de colesterol. Agem sObre gorduras verdadeiras, oleos ou trigli-
cérides de acidos graxos contendo mais de 21 atomos de carbono.
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Inumeros autores (DovyoN & MorerL 1902 (8), CARRIERE, 1905,
LOVENHART, 1907 (21), RoNA & MicHAELIS, 1911 (28), KOLLERT & FRISCH,
1921 (9), WILLSTATTER & MEMMEN, 1924 (33), CHERRY & GRANDALL, 1932
(7), ROE & GOLDSTEIN, 1943 (27), ApAMS & WHITTAKER (1), MEYER
& MALGRAS, 1993 (24) e outros, confirmaram as experiéncias de HARRIOT
e de ARTHUS, ficando assim as lipases e esterases bem definidas quer
pela sua atividade enzimatica bem diferenciada por meio de substratos,
sua origem, usando ativadores e inibidores, que por seus caracteres
fisico-quimicos (4), (12), (20), (34).

Apesar disto a denominacado de lipase, continua a ser empregada
Indistintamente na literatura para designar o enzima presente no soro
humano normal. No séro humano normal existem esterases que sao

responsaveis pela pequena hidroélise observada quando se usa Oleo de
olivas, tweens ou tributirina como substrato (13), (31), (2).

A lipase pode entretanto, aparecer no sangue sob condicoes patolo-
gicas. Os orgaos contém lipase. Quando um 6rgao é agredido (pulmao,
bacilo de Koch; figado, agentes toxicos; disturbios pancreaticos, etc.)
a lipase e liberada para o sangue, podendo ser parcialmente determi-
nada sua origem por meio de inibidores (quinino, atoxil, fluoreto de
sodio) ou ativadores (sais e acidos biliares, cloreto de calcio e acidos
aminados, ex. leucilglicilglicina (DawsonN 1927) etc.). (24), (26), (1),
(20), (25), (28), ().

Assim a lipasemia oferece sob o ponto de vista clinico um grande
interésse para o diagnodstico e prognostico de certas doencas, e varios
metodos tém sido propostos para a sua determinacao.

Tomando o substrato como referéncia para um rapido apanhado
das tecnicas mais empregadas, citaremos: a de RoNA & MICHAELIS, queé
usa a tributirina, (28) de ARCHIBALD (2) e GoMoORI (12) que empregam
os Tweens (ésteres poliglicdlicos do acido estearico); e por ultimo as
que utilizam o 0leo de olivas, ex. WILLSTATTER LEITZ & MEMMEN, (1923)
LOVENHART (21), CHERRY & CRANDALL, (35), (7).

Varias criticas tem sido feitas aos dois primeiros substratos, pois
que ambos sao hidrolizados pelas esterases e lipases. Sendo o 6leo de
olivas 0 que menos sofre a acao das esterases é o substrato mais empre-
gado pela maioria dos autores.

A determinacao do “Indice lipdsico Seabra no diagndstico da tu-
berculose” despertou o nosso interésse (23) . Discrepancias técnicas en-
contradas no correr das determinacoes, levou-nos a um estudo posterior
do metodo, cujo resultado constitue o objeto do presente trabalho.

O “Indice lipasico Seabra” é determinado pela técnica de CHERRY
& CRANDALL ligeiramente modificada. Em vez do 06leo de olivas, SEABRA
usa o oleo de caroco de algodao e como agente emulsificante a goma
arabica (29).

Como o autor nao esclarece sObre o pH e sais do tampdo e pH do
substrato, procuramos inicialmente verificar:

a) pH de varias empolas da emulsao oleosa:

b) pH do tampao recentemente diluido e conservado durante um
més na geladeira;
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c¢) pH do sistema,; enzima — tampao — substrato;
d) ponto de viragem da fenolftaleina, determinando electrome-
tricamente o pH inicial e final, da reacao enzimatica.

As determinacoes foram feitas em cada elemento observando-se as
condicoes da técnica. Foi usada uma mistura de soro humano normal
e outra de soros de tuberculosos.

MATERIAL E METODO

Empregamos o reagente Lipasico Seabra, que nos fol gentilmente fornecido
pelo autor em eépocas diferentes (4 caixas contendo 60 empolas da emulsao
oleosa e 6 empolas do tampao (4 das caixas e 2 empolas sobressalentes: .

REATIVOS

1) Emulsao oleosa em empolas de 5 ml.

2)  Soluto tampao em empolas de 5 ml. Medir exatamente 5 ml e diluir em
agua distilada para 75 ml. Esta solucao pode ser guardada para utilizacao
ulterior.

3) Soda N/20 preparada no Laboratorio e titulada no momento de usar.
partindo de uma solucao de soda N/1 livre de carbonato.

4) Alcool etilico neutro.

5) Fenolftaleina alcoolica 1¢ .

VIDRARIA

Entre os frascos reativos sugeridos pelo autor, usamos rotineiramente baloes
de Erlenmeyer de canacidade de 60 ml., em vez de tubos ou vidros de penicilina.

TECNICA

Seguimos a tecnica exatamente como aconselha Seabra.

Em um balao de Erlenmeyer toma-se exatamente 1 ml. de soro limpido.
2 ml. da emulsao oleosa bem homogeneizada, 3 ml. de agua distilada e 0.5 ml.
do soluto tampao. Agita-se bem e coloca-se na estufa a 37°C por 24 horas.

Ao mesmo tempo prepara-se um testemunha do mesmo modo que acima.
substituindo-se o soro por agua distilada.

Apos um pericdo de 24 horas de incubacao junta-se a cada frasco reativo
3 ml. de alcool etilico neutro e 1 gota de fenolftaleina. Titula-se pela soda N/20.

CALCULO

ml. de soda gastos com o soro — ml. de soda gastos com o testemunha mul-
tiplicado vor 10 = “Indice Lipasico Seabra’.

No wnresente trabalho, o intuito foi de relacionar a influéncia do pH sobre
os resultados obtidos, o ponto de viragem e pH, uma vez que 0 autor julga
indispensavel para criterio de viragem da fenolftalelina, que, a cor obtida seja
igual 4 da amostra de pano, anexa a ultima tecnica que acompanha a caixa.

RESULTADOS
a) pPH do substrato:

As empolas foram homogeneizadas por agitacao manual forte. e
partidas no momento de usar.

Em um beaker foram pipetados cuidadosamente 2 ml da emulsao
oleosa ¢ 4,5 ml de agua distilada para pertazer o volume total da
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técnica. Misturou-se bem e a determinacdo do pH foi procedida ime-
diatamente.

Os resultados das leituras constam da tabela I.

TABELA 1

pH do reagente lipasico “Seabra’
(Emulsao oleosa)

#——
EMPOLA No 1 2 3 4 9 b ] 8 9 10
pH... ... ... f,0 6,2 3N 4] 6,25 (h,2 62,5 | 6,1 (3,25 (.4
———__#

Os numeros assinalados correspondem ao pH das varias misturas de empolas
procedentes dos laboratorios do Hospital do Galedo, do posto de Saude n.° 1

da Prefeitura e do Conjunto Sanatorial de Curicica.

Substrato: Interpretacao dos resultados.

A analise dos resultados obtidos para as varias empolas de substra-
to, (max. pH 6,4 — min. pH 5,8) demonstra claramente ser éle passivel

das mesmas criticas feitas & emulsdao de CHERRY & CRANDALL, as quais
enumeramos a seguir:

a) Usando goma arabica como agente emulsificante, e benzoato
de sodio como estabilizador, a emulsio de CHERRY € CRANDALL recente-
mente preparada tem pH 7,0, mas a medida que envelhece, éste vai se
tornando acido. O substrato em pH 7,0 ja é abaixo do limite minimo
para a atividade da lipase do sOro, que segundo varios autores esta
entre 7,5 e 9,2, sendo considerado 6timo 8,5 (Quadro 1V).

b) A tendéncia de formar quando em repouso duas camadas, uma
aquosa e outra oleosa, dificulta o contato enzima/substrato, nao se
podendo precisar até que ponto isto afeta a hidroélise. No caso, uma
agitacio permanente durante o tempo de incubacao seria o melo de
manté-la homogénea. Para corrigir estas falhas, GOoLDSTEIN & RoE (10),
BaLLs & Col (5), MacLay (22), MEYER & MALGRAS (24), sugerem 0 em-
prégo da bile de boi em glicerol, o acido cdlico ou desoxicolico ou o oleato

de sodio como agentes emulsificantes.
¢) A viscosidade da emulsdo, que dificulta a medida exata e O
escoamento total e rapido da pipeta.

d) A instabilidade da emulsdo oleosa e hidrolise espontanea e
ocasional do oleo, bem como a diferenca do indice de saponificagao para

cada partida de 6leo Jounson e Bockus 1940) (13).

b) pH do tampao.

Da empola contendo o tampdao, apresentada em envoltorio de carto-
lina verde, foram pipetados, usando pipeta volumétrica, exatamente
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pécies de gramineae de beira de lagéa. Esta zonacdo foi muito prejudi-
cada pelo pisoteio dos pescadores que vendiam tainhas e linguados em
Julho a Agosto de 1955 nos arredores de nossa estacido 18. Desde 140
metros até a pitangueira ha um terreno com areia solta que a remirea
procura invadir.

Finalmente, expusemos as associacoes nos locais onde abriram bar-
ra: a Barra Nova, que se abria naturalmente foi a que deu muito peixe
a lagda, e € a que os velhos dizem ter saudades; aterrada esta, apare-
ceram outras, cada qual com suas vantagens e inconveniencias, mas
outros aterros trouxeram modificacoes que influiram nestas outras bar-
ras. As barras artificiais nao permanecem abertas suficientemente, a
lagoa vai sendo aterrada e vai perdendo muito de sua capacidade de
renovamento por agua por mar.
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TABELA III
Determinacdo electrométrica do pH dos reativos
antes de incubar o material.

N o Substrato Agua Tampao Alcool pH Das Amostras

‘ mi ml ml ml 1x 2X 3X
Lo . 6,5 - : 6,9 6,7 6,9
S - 5,0 0,5 - 6,0 6,82 6,8
3. 2,0 15 — — 6,1 6,25 6,4
1 ............. 2,0 4,0 0,:’) T 6)7 (‘)’75’) ()aR
5. — 5,5 - 3,0 6,5 6,78 7.32
Soro 1 ml.. ... 2,0 3,0 0,5 - 7,4 7,35 7,25

O pH 7,4 foi o mais alto obtido usando os reagentes para a deter-
minacao do ‘“Indice Lipasico Seabra’”.

Istes valores foram obtidos por trés técnicos diferentes, usando os reativos
dos laboratorios do Hospital do Galeao, Posto de Saude n.° 1 da Prefeitura e do

conjunto Sanatorial de Curicica.

Ponto de viragem e pH electrometrico

O autor recomenda que o julgamento da viragem da fenolftaleina
seja exatamente o mesmo, com o tubo de soro e o “Testemunha’”. Como
o testemunha é preparado com agua distilada em vez de sOro, e 0 me-
todo é titulométrico, torna-se dificil a comparacao da coOr.

QUADRO 1V

AUTOR Ta:‘}ﬂa" SUBSTRATO Ano
Lovenhart (21)...... e 7,0 Butirato de etila. ....... .. .. 1907
Rona e Michaelis (28). .. ... .. .. .. . . ... . ... ... ..... 7.6 Tributirina............... ... 1911
Willstdetter e Pollinger (35)...... ... ... ... ... ... ... Q.9 Oleo de ohvas.......... .. .. .. 1923
Cherry e Crandall (7). ....... ... .. ... R 7,0 Oleo de olivas. .. .. ... 1932
Penau e Guibert (26). .. ... .. .. .. . . ... .. ... ... .. 8 4 Trbutirma............... .. .. 1936
Balls, Matlack (4)........ .. ... ... . L L R0 Oleo de olivas. ............. .. 1937
Goldstein e Roe 27). .. ... ... ... ... e 8,9 Oleo de olivas. .. .. ... .. .. | 1043
Maclay (22)............ .. ... e 8,5 Oleo de olivas.......... .. .. .. 1948
Goldstein, Epstein, Roe (11)........... ... ... ... ... 9.6 Triburitina...... ... ... .. .. 1948
Gomori (12)..... . .. . . 83 Tweens.............. ... ... 1949
Smith, Lubuf, Thornton (32)...... .. ... ... ... ... .. 8,8 Tributirma................. .. 1949
Seligman e Machlas (31)......... ... ... ... ... ..., 7,4 a-naftillavurato. ... ... ..... 1950
Meyer e Malgras (24)........... .. e 85 Oleo de olivas. . ......... .. .. 1953
Gomorl (13). ...t e 7,0 Oleo de olivas. ... ... .. 1954

A fim de evidenciarmos se o ponto de viragem por nos observado
correspondia ao ponto final da titulagdo, procuramos em uma série
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de titulacoes, determinar electrometricamente o pH, ao atingir o ponto
de viragem da fenolftaleina. Os resultados constam do Quadro V.

QUADRO V

Ponto de Viragem de fenolftaleina e pH lido

—#‘#

Test.

SORO N. ‘. 2 J 4 d b 1 8 8 agua

—_— - ——" o — ————

ptf.. 0,43 46 U153 0,72 9,72 0% 9 8 0 N a7 9,5

)

H

a) A fenolftaleina, incolor em solucoes acidas, da uma cor rosea
em pH 8.3 indo até o avermelhado quanto mais alcalina for a solucao.
b) A faixa de mudanca de cor da fenolftaleina é entre pH 8.3 e 10.65
(19) . ¢) A comparacao de cor, recomendada pelo autor entre o ponto
de viragem do frasco testemunha e o contendo soro torna-se dificil de-
vido 2 pigmentacao do soro e a presenca de protelnas.

CHERRY & CRANDALL bem como todos os autores que trabalharam
o método empregam no tubo controle, soro inativado o que facilita a
comparacao. No caso Seabra o controle é feito com agua distilada.

Como se pode observar no quadro V a leitura do ponto final de
viragem foi sempre feito entre pH 9.5 e 9.8, 0 que demonstra que o
érro pessoal é pequeno uma vez que se atinge a viragem do indicador
com mais de uma unidade acima do seu ponto inicial (pH 8.3).

Aleguns autores ajustam o pH antes de iniciar a reagao (MAcCLAY
inicial pH 8.5) (GoLpsTEIN et als inicial, pH 9.35) (11), (22). Os ml
de NaOH 0.05N gastos para atingir o pH inicial apos a incubac¢ao repre-
sentam os de acidos graxos liberados pela lipase.

Com o0s reagentes Seabra, o valor inicial foi pH 7.25-7.4, isto e,
bem abaixo do limiar do indicador, e o final entre 9.55-9.8.

A determinacao electrométrica do ponto inicial e final da reacao,
reduz a um minimo os erros associados a titulacao em meio heterogeneo.

CONCLUSOES

Foi feito um estudo detalhado do ‘“reagente lipasico Seabra’.

1) O Substrato, emulsao oleosa de oleo de caroc¢o de algodao emulsio-
nada com goma arabica apresentou nas empolas examinadas, um pH
sub-otimo oscilando entre pH 5,8-6,4. As variacoes encontradas em em-
polas procedentes da mesma caixa e de caixas diferentes levam a pres-
supor: a) instabilidade da emulsdo oleosa em goma arabica; b) hidro-

*  Determinacoes realizadas pelos tecnicos do Hospital do Galeao, Posto de
Sainde n© 1 da Prefeitura e do Conjunto Sanatorial de Curicica e Instituto
Oswaldo Cruz em 30-31 de marco de 1955.
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lise espontanea do oleo; c¢) fontes diferentes de origem e preparacao
do dleo. Assim, as circunstancias observadas em resultados obtidos para
um mesmo soro devem estar ligadas a variacao dos pH das empolas.

2) O tampdo, apresentou a mesma variabilidade de pH nas diferentes
empolas estudadas, sendo também mais baixo que aqueéle estabelecido
por CHERRY & CRANDALL. Enquanto na técnica original e aconselhado
o pH 7,0, o “soluto salino” fornecido para a determinacao do “Indice
Lipasico” oscila entre pH 6,25-6,9 para as amostras estudadas. O pH
do tampao estd abaixo do minimo registrado na literatura para a deter-
minacao da lipase no soro. (Ver quadro V).

3) Ponto de viragem do indicador.

A comparacdo colorimétrica do tubo testemunha com o do soOro
em estudo, torna-se dificil, mesmo procurando correlaciona-lo com a
amostra de pano que acompanha a caixa do reagente. O tubo testemu-
nha é completado com agua enquanto aquele em que se determina o
indice lipasico contém 1 ml de so6ro. Se o ponto final de titulagao
em meio contendo proteinas, ja apresenta por si soO um problema na
leitura da viragem, sua comparacao com um controle de agua distilada,

acarretara maiores causas de erro.

4) A técnica de CHERRY e CranDALL modificada por SEABRA e aplicada
ao sO6ro humano normal nao evidencla lipase.

Deixamos aqui expressos os nossos agradecimentos aos Drs. ISMELIA ALVES
VENANCIO e HUMBERTO TEIXEIRA CARDOSO pela determinacao electrometrica do pH.

SCHLUSSFOLGERUNGEN

Ein ausfuehrliches Studium ueber das “Lipasische Seabra Reagent”
wurde unternommen.

1) Das Substrakt, Baumwolloel mit Gummiarabikum emulsioniert, hat
in den untersuchten Ampullen ein sub-optimales pH aufgewiesen, wel-

ches zwischen 5.8 und 6.4 schwankte. Die in den Ampullen einer selben
oder verschiedener Packungen festgestellten Variationen lassen anneh-
men dass: a) eine Instabilitaet in der Oel-Gummiarabikum Emulsion
herrscht; b) eine spontane Hydrolise des Oels stattfindet; c) das
Oel verschiedener Herkunften auf verschiedene Weisen zubereitet wird.
Es ist also anzunehmen, dass die beobachteten Ungleichheiten in den
Ergebnissen eines gleichen Serums der pH-Variation in den Ampullen

zuzuschreiben ist.

2) Das Buffer, hat dieselbe pH-Variation in den studierten Ampulien
aufgewiesen und zwar war auch dieses niedriger als das von CHERRY
& CranNpaLL aufgestellt worden ist. Waehrend in der Originaltechnik
von S. & C. ein pH von 7.0 empfohlen wird, hat die salzige Loesung die
uns zur Feststellung des lipasischen Titers gestellt wurde, eine pH-Va-
riation aufgewiesen die zwischen 6.25 und 6.9 geschwankt hat. Das
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pH des Buffers ist kleiner als das niedrigste welches in der Literatur
fuer die Lipasedosierung des Serums angegeben wird.

3) Wendungspunkt des Indikators — Der kolorimetrische Vergleich
der Testisroehre mit der des Serums ist erschwert, selbst wenn man ver-

sucht ihn mit dem Stoffmuster, das sich bel der Packng des Apparates
befindet, zu vergleichen. Die Testisroehre wird mit Wasser aufgefuellt
waehrend die andere, in welcher man den lipasischen Titer feststellt,
1 ml Serum enthaelt. Wenn schon der Endpunkt des Titration in einem
Protein enthaltenden Medium Schwierigkeiten bei der Feststellung des
Wendungspunktes aufweist, so verursacht dieser Vergleich, wenn er
mit einer destilllierten Wasser-Roehre angestellt wird, eine viel grossere

Moeglichkeit von Fehlerquellen.

4) Die von CHERRY und CraNDALL autgestellte Technik zeigt keine Li-
pase an, wenn sie fuer das normale menschliche Serum angewendet
wird. Die leichte Hvdrolise die stattfindet ist der Estearase zuzuschreiben.

ABSTRACT

A detailed study ot Seabra’s lipasic reagent for the diagnostic ot
tuberculosis has been made.

Substrate

The oily emulsion of cotton seed oil containing gum as dispersing
agent, presented a pH variation to the ampoulles examined. In these
pelonging to the same cartoon as well as in those from different cartoons
the values obtained electrometrically ranged from pH 5.8-6.4 (Table I).

These variations lead us to presuppose:
1) instability of the oily emulsion in gum;
2) spontaneous hydrolysis ct the oil;
3) ditterent batches or technique of the 01l extraction, or different
sources.

Buffer:

The same variability observed with substrate was found for the
butfer. In CHERRY & CraNDALL’S method the buffer is pH 7.0. The
saline solution trom Seabra’s oscillated from pH 6.25-6.9 (table II).
Titration — end point

A colorimetric comparison between the sample and the blank as
suggested by Seabra becomes very difficult. The end point in the
presence of serum, when phenolphtalein is used as indicator, is very
ditficult to compare with the blank containing water.

Conclusion.

The difterences obscrved in the results when the same serum was

used, must be due to the variations observd with Seabra’s reagents.
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