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1-JNTROOUÇJíO 

A complexidade que envolve os estudos sÔbre a respiração 

celular, nos organismos pluricelulares, se deve a um grande nÚmero 

de variáveis interrelacionadas. Lste fato dificulta a aplicabilidade 

genérica dos métodos de investigação, obrigando o investigador a ns­

tudar a célula e suas relaç·ões com o organismo, sempre em seus as­

pectos particulares e especÍficos. 
• ' N A Ciencia, a medida que se desenvolve, fornece as soluçoes - ' -dos problemas parciais em relaçao ao todo, cabendo as especulaçoes -

de ordem fi:~osÓfico-cient{fica a inteiração global dos rEJsultados,p~ 

ra a melhor compreensão e explicação biolÓgica do ser vivo. 

Os problemas inerentes ~ investigação e esclarecimento sÔ­

bre a respiraç;o celular nos diferentes tecidos, estio entre os obje 

tivos da bioquÍmica. 

Conseqüentemente, uma contribuição ao estudo da influência 

dos meios de suspensâo 1 na respiração de tecidos animais "in vltro 11
1 

' ' . e justificavel, ainda porque este aspecto carece de melhores inform~ 

çÕes, como se depreende da prÓpria literatura especifica. 

No presente trabalho se propÕe estudar o consumo do oxigê­

nio "in vitro", por fatias de tecido nervoso (cérebro) de suino 

{ 11 Sus scrofa domesticus, Gray 11 )y suspensas em sÔro sanguÍneo - ·-
in te-

gral e sob diferentes condiçÕes ~~tificialmente estabelecidas. 

O nÚmero de pesquisas nêsse campo tem sido pequeno 1 prin­

cipalmente em relação a sÔro sanguÍneo como meio de suspensão. 
' ' ' Quanto a espt.:Jcie animal que serviu de suporte biologico P§. 

ra as investigaçÕes, são poucos os conhecimentos clisponivlüs relacig, 

nados com o problema ora focalizado, Devem ser salientadas as maio-­

res possibilid8des que o mesmo oferecp, no sontído da obtenção dEJ 

sôro em volumes suficientes para a aplicação dos diferentes tratamB.Q. 

tos, pré-estabelecidos no planejamento da pesquisa. 

Em trabalho sÔbre determinaçÕes de qo2 B qo~N) em tecidos 

) ' ' de suino, AYRES {1 verificou que diferentes tecidos, cerobro, mass§_ 

tor e polpa dental, respiraram melhor, ou mais eficientemente quando 

suspensos em solução tampâo Krebs-Ringer-fosfato (39), se comparados 
' A. ~ ' aqueles suspensos em soro sanguíneo homologo. 

Na discuss8o do trabalho o autor sugeriu queJpor apresen­

tar o sôro sanguÍneo maiores quantidades de partÍculas em solução 

e/ou em suspensão~ permitiria menores possibilidades de oxig~neção­

(dissolução fÍsica do o;-:igÊ:nio), que o sistema tampão Krebs-Ringer--
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fosfato (39). 

BACILA (•), analisando os resultados obtidos por AYRES (11 
' ' sugeriu que sem desprezar o aspecto fisico-quimico do problema, ha-

veria uma possibilidade bioquÍmica: no s~ro talvez exi,stí sse um "fa­

tor" inibitÓrio ou regulador da respiração dos tecidos que se mani-­

festasse1 mesmo "in vitro", como no caso presente, 

Tentando esclarecer os aspectos fÍsico e bioquÍmica de pr..9. 

blema, foi planejada a presente pesquisa, de tal maneira que, caso 

existisse o 11 fator" regulador da respiração no sÔro sanguÍneo? pos~· 
' sivelmente seria determinada sua natureza 1 segundo a segu.into class,-L 

ficação: 

a) se de natureza proteinica; 

b) N ' N .• se de natureza na o protoinica e na o 1. oni ca; 

c) - proteinica, ' .• se de natureza na o porem lonica; 

d) se ele natureza catiÔnica ligada ' a proteinas; 

e) se de condicionamento exclusivamente fÍsicoo 

lste esquema foi integralmente desenvolvido e constituiu­

se no que se designou SÉRIE A, com resultados prÓprios e bBm caract.§. 

rizados. 

Em conseqÜência dos resultados obtidos na sLRIE A, e~;tabe­

leceu-se uma segunda etapa, SlRIE Bj para o prosseguimento da posqu,i 

saJ o que proporcionou novos resultados, complementaros. 

A diferença ontre as duas séries consistiu numa variação -

introduzida no meio de suspensão: diluição dos sÔros tratados ou 

não, em solução tampÕo Krebs-Ringer-fosfato (39L Isto criou condi­

çÕes de avaliação da intensidadG de alteraçÕes de comportamento met~ 

b~lico do tecido nervoso (c~rtex cerebral), rclo.s variaçÕe~o fÍsico -
f > "' , qulmlcas introduzidas nos soros sanguíneos, 

Como suplemontaç8o para a avaliação dos resultados, pesqu,1. 

sou-se, finalmente, a influên~ie da concentração de oxigê.nio BtmosfÉ. 
' rico no comportamento de fatias dR cortex cerebral suspensas om tam-

pão Krebs-Hingnr-fostato (39). 

* 

* 

(-lo:-) Ob5ervação pessoal - 1965 



2 - REV!S~O BIBLIOGRÁFICA -9-

QUASTEL &- UIHEATLEY (32L em 1932, estudaram a oxidoção por 

c~rebro integral de cobaias, ratos e camundongos, utilizando man~me­

tro de Barcroft. Clbserv8ram a oxidação de açÚcaresy de succir,ato e 

a influência de iodoacetato, em meio com pH igual a 7,40 e sob temp~ 

ratura de 37°L 

Himli!ICH & NAHUm (23), em 1932, eotabeleceram o valor 1,00 

para o quociente respirat~rio de tecido nervoso (cérebro) de cães. Dg_ 

terminaram também que 14 ml de oxigÔrüo Gram con.sumidos por 100 m' c 
' de cerebro~ por minuto. 

DIXON & f'!iEYER (lo), em l!J36, trabalhrJram com homogcinizado 
' de cerebro de ratos e verificaram que fraçÕes de diferentes áreas do 

cÓrtex apresentaram 
... 

diferentes consumos de DXlgerllo em presença dt:1 

glicose. Verificaram ser maior a atividade rDspiratÓria de cÓrtex ce 

rebral, que de outras porçÕos do c~rebro. 

CANZANELLI e colaboradores (7), em 1939, trabalhando com 

diferentes tecidos de cobaias, determinaram os efeitos produzidos 
• • por alteraçÕes de pH, sobre o consumo de oxigonio 11 in vitro". Obser-

varam que quando o meio se tornou mais alcalino, houve aumento no 

00
2 

de c~rnbro, estando o pH Ótimo entro 9,00 o 9~50~ Nostes intcrvg_ 

los de pH, outros tocidos tornaram-se inativos (fÍgado, rins e tes-­

ticulos). 

FIELD e colaboradores (16), em 194!;., estuoando o consumo -

de oxigênio por tecido cerebral do ratos adultos, 

QO? foi constante ·por tr8s horas nas temperaturas 
~ ~ ... .. o 

minuindo apos essD tempo a tsmperatura de 40 C. 

verificnram quo o 

d c] 20r ·~70[ •. e L, 1_, a ..., ,ol. 

FUHRft1AN & FIED (lBL um 19!~4 1 verificaram a influência de 

baixas temperaturGs~ duranto a proparaçôo rje fatias de tecido, nos 

estudos de respiração 11 in vitro 11
• íicou demonstrado que a ter:1pera.tu­

ra elo banho não altera o comportamonto do tGcido cerebral, desde quo 

ns variaçÕes fiquem dentro de limite"' fisiolÓgicos. 

WORTIS (42), em 1944, estudou o comportamento do tecido C.§. 

rcbral sob a influêncin rio sÔro C! ainda a rentivação da oxidação co-
, - , -rebral. Observou quu apos um tempo d8 estabilizeçno rapido, a adiçao 

de uma pequena quantidade do sÔro ao moia de suspensão~ promove ini-
' bição. Trabalhou com homogeinizado de cerebro de rato~ um tamoão 

KrFJbs-Ringer-fosfato pH 7, 38 u solução similar com 200 mg ele glicose 

por 100 ml. 
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ELLIOT & HENRY (!LI), em 1946, estudaram o metabolismo de 

cérebro de ratos, sob baixa tensão de oxigênio, usando o tampão Krcbs 

Ringor-fosfato-glícose como meio de suspensão. Observaram quo a re­

dução da tensão dr:~ oxigÔnio, dentro de certos limites, não alterou o 
' rendimento respiratorio. 

KF?EGS (25), em 1950 1 estudou os fatÔres qu8 al turam a taxa 

de respiração de tecidos isolados, quando nm diferente::; meios do su2_ 

pensãoj baseados na composição do plasma sanguinoc. Observou uma re­

lação a cÓrtex cerebral, que o 00
2 

é mais elevado quanrJo em meio ele 
' A > 

suspensao isento de calcio, para toda;:: as especius animai:::: ec;tudadas. 

i'nATs··moTO (28), em 1952, determinou a influência do 

e do glícose sÔbre a atividade dtJ cÓrtex CE:lrebral de cmJlhos~ ompre-

gando a msnometria de Warburg e tampÊÍo Krobs-Ringer-fn~;f::::to comu 

meio de -suspennao. 

CEICER e colaboradores (20), em 19S4, com experimentao dG 
~ "" f ...., 

perfusao 1 usFJndo fraçoes sangu1mms no sistema ele susprmsao 1 nstuc:a ... 

ram cérebro em relaçãu ao consumo de glicoso E-: velocidadE do utiliza 

ção. Verificaram que há perda de habilidade para o com:umo Gc glico-
A • • 

se. Explicaram D fatn sugerindo a possibilidade da ausenc1a r:e al-

gum fator, componente do sangun total. -CALLACHER H colaboradores (19)~ em 1956 1 obsnrvaram a açao 

Bstimulantc do c~lcio, na utilizaç~o de citrato, durantu a oxidaç5o 
A , 

do glicosc, por mitocond:rta de cerebro de ratos EJ por outros tocicios. 

TAKACAKI E colaboradort~G (36), sm 10!":i8 1 trabalharam com 

f'atü:ts dn cérebro de cobaias em tmnpÊÍo Krübs-!Ungm.'-fonfato pH 7 1 0D~ 

estudando o cfci t.o ele alguns inibi dores !in mr.:;tobnli :JmD. 
• VHBA & FOLBEHC (ttO), em 1958, publicaram Gotudos sobre o 

, 
motsbolismo endDIJBno de fatias d8 

, 
cortex CFJrr:~bral rJn cobai8s .. Usaram 

como meio ds C:,usponsâ'o o tampão KrBbs-lüngcr-fosfato e emprec:Jaram cJ 

respirometria de UiarburQ. 

D'AHCANGELO (o), em 19:;9, ompre~1ou n tret<:Jmt:nto com t?~:tu~.e. 

tomicina e di-hidroestreptomicina no estudo do consumo dr-:: oxigênio -· 
, 

por homogBinizscJo de cerebro d8 rato. 

AYRES (1), em 1965),, pesquisou a ntividado rocpiratÓria c:e 

tecidos de suino (massétDr, cérebro e polpa dental), definida em t8r 
( N) , 

,nos de 00
2 

e 00
2 

, atreves da re~3ptromGtria de Warburg, .sondo n 

nitrogênio dos tecidos, dosado pelo m/itodo micro-Kjeld<Jhl. [;;tuJou -
A - ' entre outros aspectos, as const:Jquencias das variaçoes relstivas a nQ 

tureza do meio ele suspensão (sôro sanguÍneo e tampão Krnbs-Ringer- -
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fosfato) e do teor de oxigênio das atmosferas dos:;oistem~rS (atmosfe­

ra ambiente e atmosfera contendo 50% de oxigWnio). 
Observou que: 

' a - cerebro apHlsentou atividade respirat~ria maior que 
' ' masseter e masseter maior que polpa dental c-

b - tampão Krebs-Hinger-fosfato 1 para pH 7 1 40, foi semprG - . ' melhor mtüo de suspensao comparado ao soro sangu~n8o -

' homologo. 

c - maior tens8o parcial de oxigênio na atmosfern dos sis­

temas em Warburg favorecem a atividade de masséter e 

cérebro. 

d - as atividades dos tecidos não sofreram alteraçÕes por 

ação de metabolismo microbiano, até tr~s horas de res­

pirometria. 

e - finalmente, em sugestão conclusiva, fêz referências ' 

" .... r ~ "' influencia de fatores flsico-quimicos inerentes ao so-

ro sangu{neo, como limitantes da atividadG respiratÓ-­

ria dos tecidos ''in vitro'!· 

DRAHOTA e colaboradores (12), em 1965, estudando fatias de 

c~robro de ratos jovens e adultos, verificaram que o aceto-acetato -

determinou aumento do consumo de oxigênio, mais oficazmente om ratos 

jovens que em adL'ltos. 

THANGAfllANI (38), em 1965, Gstudou cÓrtex de cérebro de co­

baias, verificando os efeitos dn acetalamida e {ons de cálcio, sÔbre 

a respiração. 

íilENDELSDN e colaboradores (30), em 1965, estuda.ram o efei­

to do magn~sio no metabolismo de cérebro isolado de rntos, não detec 

tando interfer~ncias na aus~ncia de magn~sio. 

DUCET (13), em 1965, publicou trabalho onde discutiu o 

problema da difusão do oxigênio em microrganismos e em tecidos Bni­

mal e vegetal. Cita que a difusão intra-colular é inferior à difusão 
' na agua. 

o-~-;-:···:''<_\ e colaboradores (9)' um 1966, determinaram o ciü­

cio totol e o c~lcio livre em s~ro de porco. Os resultados indicaram 

um alto nÍvel~ tanto para c~ leio livre (l97S do cálcio total), como -

para c8lcio total. 

SKOLNIK e colaboradores (35), em 1966, estud8ram o consumo 

de oxig~nio por fatias de c6rtex cerebral e outros tecidos do ratos, 

em condiçÕBs do hip~xia. Determinarem que o consumo de oxigênio pe-­

lo,s tecidos estudados, ~ diret2mente proporcional ao loc1aritmo d'.J 

conteÚdo de oxigÊinio na mistura de gases. 
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KOZAWA & NAITO (26), em 1966. estudaram o efeito do sÓdio, 
, , ' ' 

potassío e calcio no metabolismo de fatJ_as de cortex cc~rebral de ra-

to, com c sem estimulação el~tricat verificando que a retirada de 

cálcio do meio aumenta a atividade, com aumento da produ~~ão de [;ci.do 
' latico. 

EUGlNIA e colabfJraclores (15), em 1967, • estudaram a inflUH.Q 

ela do pH na respiraçao e glicÓlise de fatias dG c~rebro de ratos, V2_ 

rificando que a pH 7,40 a respiraçio foi mais intensa. 

TAKAGAKI (37), em 1968 1 érabalhando com fatias de cÓrtex-. ' ' cerebral de cobaias, verificou a influencia do calcio nos intermedi~ 

rios glicoliticos. 

KAORU & ARifnATSU (2fi.), em 1968, verificaram o comportamcm­

to de fatias de cÓrtex cerebral suspensas em tampão Krebs-Ringer-fo.s_ 

fato isento de cálcio, evidenciando incromento da respireçÕo sem au­

mento da formação de ácido látíco, o quo ocorre com adição de exces-
' A ' f ' so de potassio. Verificaram ainda que e~Jse efeito e revers1vel e su-

mente ocorre CQ'irl glicose e piruvato, não ocorrend.io com succinato. 

ffiATSUftiOTO e colaboradores (29), ram 1968, trabalho.ram com 

fatias de cÓrtex cerebral e observaram que o consumo de oxigênio cio 

ar atmosférico é pràticamente constante~ mesmo variando o teor de 

fosfato. Ainda_, observaram que as variaçÕes de pH são .significante~c, 

em ausência de fosfato, quando então o consumo do glicose foi dimin.::!.i 
N ' ' do 1 havendo menor produçao de acido latico. 

SAVOV (34), em 1968, determinou em sÔro sanguÍneo do por-­

cos, fraçÕes individuais do c~lcio 1 f~sforo e proteínas. 

FRIEDEL & KL!CHf. (17), om 1968, trabalharam com caes anrm­

tesiados e verificaram que a administração de EDTA resultava dccr~s-
' . / . 

cimo do calc1o seriCCl e aumento da atividade muscular. 

F10DGERS e colaboradores (33), em EiG9, estudaram o comport.ê_ 

monto de fatias de c6rtex cerebral e de outros tecidos, em presença 

de nitrogÊ:nio,hélio e hidrooênio: discutiram a possibilidade dE pe­

quenas alteraçÕes na prossbo parcial de oxigênio, alterarem o consu­

mo de oxigÔnio. 

* 

* * 
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3 - MATERIAL E m~TODO 

:l.l - MATERIAL 

O tecido cerebral de suíno foi estudado em duas ' . ser1es dis 

tintas. Essa divisão foi adotada, considerando-se um critério basea­

do nos meios de 8Uspensão~ 

Na série A foram utilizados cinco animais e na serie 8 

três~ nÚmero de animais suficiente sob o ponto de vista estatÍstico. 

3.1.1- Obtenç~o dos animais 

Cuidou-se do obter sempre animais do aproximadamente dois 

anos de idade~ abatidos por sangria, seguida de decepação da cabeça 

e remoção da pelEl. Em seguida as cabeças foram transportadas para o 

laboratÓrio, onde as caixas crGr:eanas foram abertas com auxilio de 

serra manual e retirados os hemisférios cerebrais. 

Foram coletados volumes de sangue (sempre du respectivo a­

nimal), suficientes para obtenção dos sÔro, que 1r1a servir como 

meio de suspensão~ conforme o esquema GXperimental (obtenção do sÔro 

homÓlogo). 

3.1.2 - Obtenção d2.s fatia;:J de tecido 

' ' ' As aroas centrais dos cortex parieta.is rJos hemisforios Ge-

rebreis, foram smnpre as utilizadas para a obtenção das faLion 9 de -

espeso,uras dentro dos limitas indicndos por AYRES (l) PAUL (31) c 

por meio de tesoura cirÚrgica, AYRES (l). 
• O materinl foi mantido s8mpre mergulhado no soro rospecti-

vo (segundo o esquema experimental), sondo inclusive lavado no sÔro, 

com a finalidade de se eliminar o maior nÚmero poss{vel de hemácias. 

As lavagens (três vêzes) forGm efetundas por simples rossusponsão o 

decantação, verttmdo-se o frasco, desprezando-se o sobrenG.danto. 

A tempEJratura de 3B,5°Cj AYRES (1), foi mantida durante o 

procFssamento das fatiDs. 

A quantidade de tecido (0,90 ml de mass;:: ~mida), foi medi-

da Gm pequonss colheres de plÓstico perfuradas, para escoamento do 

l{quido do lavagb'm (sÔro correspondente). 
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3.1.3 - ffieíos de suspensao 

' A BasicamenhJ, segundo o objetivo da pesquisa, o soro san-

' gu1neo foi utilizado como meio de Buspensão~ tendo sofrido alguns 

procossamentos que receberam as seguintes denominaçÕes: 

SÉRIE A 

I - SÔro ' homologo 

II SÔro ' - hsterologo 

!li -
A 

Soro dialisado 

IV - SÔro oxalatado 
V 

,A 

- Soro citratado 

VI - SÔro com EDTA (ácido etileno-diamino-tetra-acético) 
• VII - Soro precipitado. 

SÉRIE B 

' -Na serie B foram utilizados os mesmos meios de susponsuo -
, ' , f "' da ser1e A, porem dilu1dos em soluçao tampDo Krebs-Rínger-fosfato,nd 

"' r:r! "' .l. :rt .... .... proporçao de 20iQ de soro traE.-sdo e BD/a de soJ.uç:ao tampao, apre~oonbJ-

da oro UIYIBRCIT e coleboradoHJS (39). A solução tampão foi prep<Jrada -

para pH 7,40, segundo AYRES (1). . ' ' Qs soros homologas forom obtidof"1 apos coagulação do ó;anguc 

E;oguido do centrifugação a lC.OOO rprn, durnnte 5 minutos, sempre u­

tilizando-se de sangue nfio hemolismJo. 

Os sôros heterÓlogos foram obtidos da mesma forma, sendo -

guardados em congelador a Os acond.icionomentos ' . oos soror; san-

guÍneos foram feitos Gm frascos plS"sticos. 

3.L4- PreparaçÕo dos sÔros modificados 

3.1.4.1 - Preparação do 
. 

soro 
. 

dio.lisado:- 50 ml de soro 
' ' integral foram s.conclicíonados em sacos especificas pare diulü;e 1 que 

se processou ontre o sÔro sanguÍneo integral e tampão fosfoto O,OOlf!l 

pH 7140' por 24 horas, com troc::~ da solução tampão ' apos lO heras de 
' dialise. 

diálí S8 ' 4°C, aqitação A foi renlísada a temperatura de sob 
• ApÓs mecanica. 24 horns foram medidos os volumes fins i s contidos nos 
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saquinhos de diálise, os quais atingiram em média (Jl mL Os valonm 

de pH foram determinados potenciom~tricamente (Tabela XIII). O mato-

' rial foi igualmente acondicionado em frasco plastico e consoorvodo 01":1 

' o congelador a temperatura de -5 C. 

3.1.4.2- PrepGração do sôro oxalatado:- 100 mg dG 

cristais de oxalato de potÓssio foram adicionados a cacla lOD ml dE) 

sÔro sanguineo "in natura", seguindo-se agi taçÊÍo 1 centri fugaç3o s 

10~000 rpm, durante 5 minutos, acondicionamento do sobrenadanto um 

frasco plástico o conservação em congelador ~ tomperatura de -5°C. Os 

valores de pH foram determinados potenciom~tricamentB (Tabela XIII). 

3.L4.3 - Preparação do sÔro citratado:- 100 mg de 
' . cristais de citrato dn sodio forem adicionados 2 csclo. 100 ml de soro 

sanguÍneo "in natura", seguindo-sll agitaçfíof centrifugação a lO.OCJO 

rpm, durante 5 minutos, acondicionsm~nto em frasco plástico e conseE. 
- ' o vGçao em congelador 3 t8mper8tura do -5 C. Os valores de pH foram do 

terminados potenciom~tricaments (Tabela XIII). 

3.1.4.4 - Preparação do sÔro com EDTA:- 100 mg do 

cristais de ácido etileno-diamino-tetra-acético (EDTA) foram adicio­

nado~3 a cada 100 ml de s~ro sanguÍneo "in nature 11
, seguindo-se a~1it2. 

ção, centrifugação a lO.BOO rpm.cJurentEJ 5 minutos, ocondicionnmcnto 

do sobrenadanh; Offi frasco plÓstico G consorvoçÊÍo em congelador Õ tb~ 
o ' peratura de -5 C. Os valores de pH foram dcturminados pohmciomctri-

camente (Tobeln Xlll), 

3.1.4.5- Preparoç~o dos • soros precipitndos:- 200 ml 

do sÔro intogrol forem o.quecidos D B0°C duronto 15 minutos. O rnrote-­

rü::l foi t:Jm soQt.:ida centrifuqBd0 1 Si:mdo o sobr~modonte recolhido, u­

condicionado em frasco pL~sticD c guardado em congelador a -5°C. Os 
' - ' volores do pH ztingidos apos a precipitaç8o forem medidos potenciomE,. 

tricBmente (Tebela XIII). Amostras dB sÔros desproteinizndos foram -
' . . ..... "' . . ""' submetidos a vor1f.1caçao dos extensoes das dosprotEnnlzaçoGs consE--

guidas, polas testes do biuroto (2) e do ~lcool absoluto (3)* Obser­

vou-se que foi eliminado todo o conteÚdo prote{nico do sÔro. 
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3,2 - fiilTDDO 

3.2.1 - Esquema das experimentaçÕes: 

SÉRIE A - Animais nº 1, 2, 31 4 e 5. 
' Tecido:- cerebro 

~ • ' () A ' meios de suspensao:- soro homologo I , soro heterologo 

(11) 1 saro dialisado (III), s~ro oxalatado (IV), saro ci-­

tratado (V), sÔro com EDTA (VI) e s;ro precipitado pulo 

calor (VIl). 
Atmosfera ambiente 

SLRIE 8 - Animais n• 6, 7 e 8, 
' Tecido:- cerebro 

i'r1eion de suspensao:- ::::Ôro hom6logo diluído (1) 9 roÔro hate­

r~logo diluÍdo (II), sÔro dialisado diluÍdo (III) 1 sÔro 

oxalatado diluÍdo (IV), sÔro citratado diluido (V), sÔro 

oxalatado diluido (IV), sÔro citratado diluÍdo (V), sÔro -

com EDTA diluldo (VI) e sÔro precipitado diluldo (VII). 
Atmosfora ambiente,. 

Designações para os tratamentos aplicados segundo o planG~ 
' jamento estatistico: 

SLR!E A Blocos 80 acaso: animais l, 2, 3, 4 e 5 

Tratamentos: 
' A ' I Cerebro + soro homologo 

C~rebro 
• ' I! + soro hetcrologo 

I! I cérebro + 
• soro ' heterologo dia li sado 

cérebro • ' oxalatado IV + soro heterologo 

v ' Cerebro + • soro ' htüerologo citrat8do 
' • ' EDTA VI Cerebro + soro heterologo com 
' • heterÓlogo precipita do VIl Cerebro + soro 

SÉRIE B - Blocos ao acaso:- animais 6y 7 e 8. 

Tratamentos: 

C~rebro 
• ' diluÍdo I + soro homologo 

' • ' diluÍdo !I Cerebro + soro heterologo 

!!I Cérebro + 
• soro ' hoterologo dialisa.do 1 diluÍdo 
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IV ' Cerebro • 
º soro ' heterologa axalatado, diluÍdo 

v ' • heterÓlogo ' Cerebro + soro citratado 1 diluído 

VI ' ' • hoterÓlogo diluÍdo Lerebro + soro com EDTA, 
VII éérebro • heterÓlogo dilu{do + soro precipitado, 

3.2.2 - Sistemas estabelecidos para a respirometria 

' A respirometria foi pelo metodo direto de ill<Jrburg (39),os-

tabelacendo-se para tanto 1 os seguintes sistemas: 

SÉRIE A - Sistemas de I a VII: 

-volume do meio do suspensao ••••••••••••••••••••• 
volume da massa (fatias de tecido) .............. 
volume de KOH 8 20% •••••••••••••••• 9 •••••••••••• 

volume final •••••••••••••••••••••••••••••••••••• 
' ' fase gasosa: ar atmosferlco ambient8. 

o temperatura:- 38,5 C 

tempo de equil{brio:- lO minutos 

agitaçÕes:- 80 ciclos por minuto 

2~60 ml 

0,90 ml 

rJ 20 ml 

3,7Cl ml 

Observação:- os diferentes meios de suspensão utilizados -

foram os correspondentes aos difer0ntes tratamentos da .:,J~rie A, cit_ll 

dos em 3.2~1 •• 

SfRJE B - SISTEMAS DE I o VII 

volume do meio de suspensão ........... ~ ......... . 2,60 ml 

volume da massa (fatias de tecido) ............ ._ 0,9(1 ml 

volume de KDH a 20% •••••••••••••••··~····~··•••• 0,20 ml 

volume final ••• , ••••••••••••• , • • • • • • • • • • • • • • • • • • 3, 70 ml 

fase gasosa:- ar atmosférico ambiente 
o temperatura:- 38,5 C 

tempo de equilfbrio!- 10 minutos 

agitaçÕes:- 80 cicloei por minuto 

Observação:- Os diferentes meios de suspensão utilizados -
' foram os correspondentes ao3 diferentes tratamentos da seris D,cita-

dos ;;m 3.2.1.. 
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3.2.3 - Os intervalos de tempo decorridos entre o abate dos a­

nimais e o inÍcio das leituras em Warburg 1 oscilaram -

entre 90 e 100 minutos. 

3.2.4 - As leituras foram executadas a intervalos de 15 minu-­

tos num total de três horas. Apenas na primeira expe-·· 

riência, os intervalos foram de 10 minuto,:,, o que le­

vou a permiti r, fossem as demais leituras, feitas em 

intervalos maiores. 

3~2.5 - DeterminaçÕes complementares: 

ApÓs • as tres horas de respirometria em Warburg, cada sist~ 

ma foi submetido ao seguinte proceosamtmto~-

l - Retirada do papel de filtro embebido em KOH a 207G, por 

meio de pinça e sucçao em bomba de vácuo? do ~lcali 

restante, sendo o poço central lavado duas v~zes, com . . 
agua destilada. 

2 - Transferência quantitativa do conteÚdo dos frascos de 

Warburg para tubos de centrÍfuga. 

3 - Centrifugação por 5 min a 10.000 rpm. 

4 - Determinaç~o dos valores de pH finais dos lÍquidos so­

brenaclantes (meios de suspensão). 

5 -
N A A 

RGssuspensoes por tres vezes, do matDrial centrifuga-

do (fatias do tecido), FJm KCl 0,154 m.~ seguidas das 

centrifugaçÕes respectivas. 

6 - Transferências dos materiais depoGitados, 
. . . 

açws a ultl-

ma centrifugação, para cadinhos de porcelana, prÕvln-­
~ente tarados, para determinação das massas sêcas. 

3.2.5.1 - Determinaçgo das massos secas 

As determinaçÕes das mossas sêcas obedeceram aos critério5 . . 
classlcos e usuais. 

3~2.5.2 - Determinação dos valores do pH iniciais dos 

meio.s de suspensão 

Ap6s as centrifugaç~es e coletas descritas em 3.1.4, os 
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' - ' sobrenadantes foram submetidos a determinaçao potenciometrica de 

seus valores de pH, o mesmo acontecendo com o sôro dialisado 1 apÓs o 

processamQnto da diálise. 

3.2.5.3 - Determinação dos valores de pH dos meios de - ' suspensao agos a resgirometria 

ApÓs a centrifugação citada em 3.2.5.3, os sobrenadantes fg 

ram recolhidos para determinaçÕes potenciomÉtricas dos valores de 

pH de cada sobrenadanto. 

' ' . 3o2.5.4 - DeterminaQão do conteudo em calcio dos soros 

' sangulneos 

. ( 

Amostras dos soros sangulneos integrais e tratados foram -
~ ' ' r () submetidas a dosagens de calcio por metodo permanganomc0trico 4 • 

3.2.5.5 - Experimento complementar - animal n° 9 

Experimento complementar visando relacionar as situa-
..... .. .... ... 

coes relativas a dinamica do transporte de oxigenio gasoso entre at-

mosfera, meio liquido ele SU$pensão e tecidos em metabolismo aor~bico~ 

foi realizado nas seguintes condiçÕes: 

a) Sistema: 

volume do meio d8 -suspensao .... ' ................. . 
volume da massa (fatias de tecido) ~H•••H'-••~·· 

volume de KDH a 20% •••••••···~·····~······••••••• 

volume final •••••• ~ •.••••••••••••••••••••• o. o •••• 

o temperatura:- 38,5 C 

tempo do equilibrio:- 10 minutos 

agitaçÕes:- 80 ciclos por minuto 

2,60 ml 
0,50 ml 
0!20 ml 

3~7n ml 

b) TansEos parciais de oxig~nio nas atmosferas de trabalho 

em Warburg: 2Dt~, 35%, 50)1, 65% 1 85)~ e 100%. 
' Nos demais aspectos referentes a rGspirometria, foram sem-

pro segUidas as condiçÕes experimentais j~ descritas. 

* 

* * 
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4 - RESULTADOS 

Os rDsultados das obs8rvaçÕes respirométricas (consumo de 

oxigênio~ em microlitros), da pesquisa e do exporimonto complementar, 

ostão apresentados em apêndice. 

Os resultados das relaçÕes ontre consumo de oxigênio c mas 

sa sêca dos tucidos(OD
2 

om sentido restrito do definição a•Jr, 60 ming 

tos e em sentido amplo nos diferentes intervalos de tempos considnrs:_ 

do.s) 1 bem como das doterminaçÕes das massas sÔcas, dos valores de 

pH iniciais e finais dos sistemas utilizados om Warburg, dos dGdos -
• ' '1 A ' +-"' controles da dialise e teores de ca cio nos soros sanguíneos} es~ao 

apresentados em tabelas, permitindo melhor disposição dos musmos. 

Nas tabelas I, II, III~ IV, V, VI, VII e VIII ost;o apre­
sentadas, respectivamente, as relaçEes entre consumo de oxig~nio n 

massa sêca de ceda tecido correspondente, para todos os tratamentos 

aplicados aos tecidos dos oito animais, das duas s~ries de pesquiso. 

Nas tabelas IX e X estão apresentados os valores do Q0
2

, -
' ' correspondentes as duas series da pesquisa, isolados dns tabDlas I o 

VIII, os quais foram submetidos aos tratamentos da an~lise ustatÍst,L 

ca, 

Nas tabelas XI e XII figuram os valores encontrados para -. ' ' as massas sece.s, correspondentes as massac. umidas dos tecidos coloc.§_ 

dos em Ularburg e relativns às duas sérios da pesquisa, Os vslorc~s ex 
' . 

postos nestas tebelast rDlacionados aqueles apresentados om apendice 

(tabelas XXVIII a XXXV) permitiram a detorminação dos valorGs figur~ 

dos nas tabelas de nÚmero I e VIII e IX a X. 

As figuras 1 9 2, 3~ 4, 5, 6 1 7 e 8 mostram curvos anal{ti­

cas, delineadas sob mesma escala, possibilitnndo u visualizeção grá­

fica da intensidade, velocidade e eficiência das atividades respira­

tÓrias das fatias de tecido nervoso (cÓrtEJx cGrebral), colocadas crn 
' ' Warburg, sob difenmtes trotsmentos~ correspondontes es duas serior;; 

da pesquisa. 

A figura 9 mostra a curva anal{tica traçada a partir dos 

resultados do experimento respirométrico complomontar, evidenciando 

gràficamente o comportamento do tecido nervoso (cÓrtex cerebral) 

frente a difr.:1rentes tensÕes de oxigênio atmosf6rico~ durante a rosp!_ ... · 

rometria. 
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Na tabel~ XIII estão apresentados os valores do pH detormi 

' -nados potenciometricomente~ nos meios de suspansao qut; compusuram os 

sistemas utilLzados Gffi Warburgf antes d;J: respiromtotria G correspon--
' ' dentes as duas seri8s da pesquisa. 

As tabelas XIV e XV apresentam os valores de pH, iuualmon-
' te determinados potenciometricamente, nos meios de susponsão que com 

' puseram os sistemas utilizados em Wnrburg, apoe a respirometria u 
' ' ' correspondentE1s as duas ser1es da pesquisa, 

Na tabela XVI figuram os dados correspondentes ao contrÔle 
- ' A do [Jrocesso de dialisaçao a que foram submetldas amostra~; de soro 

sangu{neo~ apÓs o que serviram como meio de suspensão em sistemas r3s 

tabelecidos em WarburD (tratamE~nto III da série A e III da s~rio 8). 

A tabela XVII apresento os Te5ultados de observ3çÕoE; nf,:J­

tuadas no sentido de se 8clarar o.s condiçÕes iÔnicas dos meios tJn 

suspensão utilizados 2m Warburg, mostrando üspeclficamcnte os teores 
' . "' f de calclo nos soro8 sangu1neos. 

Na taboln XVIII c;stão os valores de Q0
2 

correspondontes 

ao experimento complnmentar. 

* 
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TABELA I 

QD2 PARA CÓf!TEX CEREBRAL, DO AN!fl1AL !, Em RELAÇ~O AO TEmPO E SOB DI­

I'ERENTES TRATAmENTOS 

TEmPO T R A T A m E N T o c c 

em -
fí\INUTOS I 11 I !I IV v VI VII 

3D 0,49 0,51 0,57 0,46 014? 0,48 0149 

I 
60 1,03 1,09 1,19 1,00 0,95 1~05 1, Otr 

90 1,40 1,53 1,60 1,45 1,37 l '50 1,52 

120 1,87 1,95 !,98 1,91 1,75 1,98 1,92 

150 2,27 1,95 2 .. 43 2,33 2,13 2,3G 2,39 

!80 2,70 2,39 2'186 2,72 2,65 2,82 2,86 

TABELA 11 

Q0
2 

PARA CÓI1TEX CEHEBRAL, DO ANimAL 2, Em RELAÇ~O AO TEffiPO E SOB DI­

FERENTES TRATAmENTOS 

TErYiPO T R A T A m E N T o s 
Eifl 

miNUTOS ! li li! IV v VI VII 

30 1' 31 1,15 1,59 0,79 oj' 89 1139 1,10 

60 2,59 2,19 3~21 1959 1969 2,20 212() 

90 3,6Q 3,06 t;. ~Li 9 2,26 2,40 3,16 3,14 

120 4149 3,84 5,64 2,79 2,95 4i03 3,90 

150 5,44 4,7Ll 6~79 3145 3,64 4,91 4,77 

!BO (;' lt3 5,61 o,oc 4,14 4,41 t:iJO? 5~78 

' 
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TABELA I!! 

QD
2 

PARA CÓRTEX CEREBRAL DO ANimAL 3, Em RELAÇlíO AO TEmPO E SOB DI­

FERENTES TRATAmENTOS 

TEmPO Tf1ATA m c N T O s 
E 111 

ffiirJUTOS I !I li! IV v VI VII 

30 1,liG 1,30 1,72 1' 73 1,17 o 191 1,49 

60 2,24 2,81 3,42 3,37 2,05 2,07 3,21 

90 3,33 4j 23 4,95 4,97 3,4~ 2,79 4,74 

120 4,33 5,63 6,43 6,21 3,92 4101 6,43 

150 5,39 7,21 7,EI7 7,61 5,49 4~51 7,88 

180 G,Ul 8,10 9,14 8, L18 5,64 5182 9,63 

TABELA I V 

Q0
2 

PARA CÓRTEX CEREBRAL DO ANimAL 4 1 Em RELAÇ~O AO TEffiPO E SOB Dl­

FEf1ENTES TRATAmENTOS 

TEmPO T R A T A m E N T ll -,, 
Em 

ffi!NUTliS I ]] Ill IV v VI VII 

30 0,74 0162 0,52 l' 07 0,75 Cl ~ C,2 0,62 

60 l, L~ O 1' 24 1,01 1,60 1,44 1,63 1,22 

90 2,17 1,99 1,57 2,17 2' :.z,:J 2,56 1,90 

I 
120 2~73 2,431 1,83 2,44 2,82 3,11 2,31 

150 3j3l '7, 021 
~,' 

2,21 2,89 3~52 3,79 2,82 

180 5J22 4,69 3~16 4,21 5,50 5,66 4,36 



-24-
TABELA V 

Q02 PARA CÓRTEX CEREBRAL DO ANimAL 5, Em RELAÇ~O AO TEmPO E SOB DI­

FERENTES TRATAmENTOS 

TEmPo T R A T A m E N T o s 
Em 

miNUTOS I !I !li IV v VI VII 

30 o, 89 0,02 0,44 o,ss 0,72 Oj67 0,80 

60 1' 88 1, 89 0,82 1,15 1159 1,48 l, 75 

90 2,69 2 FI C) I • c- 1,14 l ~ 79 2,33 2930 2,50 

120 3,67 3,63 1,39 2,50 3,17 2,97 3138 

150 4156 t:i., 5G l,G4 3,17 3,92 3,73 4,17 

180 5,4D 5,39 1,92 3,73 4, Gl+ 4,39 4,96 

TABELA VI 
oo2 PARA CÓRTEX CEREBRAL DO ANIIrlAL 6, Em RELAÇM AO TEmPO E SOB DI­

FERENTES TRATAmENTOS 

TEMPO T R A T A m E N T o s 
Em 

miNUTOS I 11 !I! IV v VI VII 

30 0,51 0,67 0,71 0,51 1,17 0,53 0159 

60 1,00 1,26 1186 1,04 l,Só o 9 57 1,11 

90 1,65 2,10 2,56 1,73 2,24 l,Gl 1182 

120 2931 2,96 3j60 2,44 2,88 2,32 2' 57 

150 2, 96 3,77 4~40 3,13 3,55 2,96 :31 33 

180 3, 58 4,55 5,22 3,90 4,21 3,72 4, li; 



TABELA VII 

QD2 PARA CÓRTEX CEREBRAL DO ANIMAL 7 Eff< RELAr~o AO TEMPO E SOB DI-

FERENTES TRATAMENTOS 

TEfl1PO T R A T A m E N T O s 
Em 

miNUTOS I lJ III IV v VI VII 

30 0,88 0,67 0,49 0,95 0,69 0~68 1,03 

60 1,73 1,39 1,16 1,77 1,44 1,42 2,21 

90 2,4G 1' 98 1,72 2,56 2,12 2,00 3,25 

120 3,37 2, 77 2,29 3,59 2,90 2,93 4,54 

150 4,23 3,48 2,84 4,94 3,Gl 3191 5' 89 

180 4,80 4,00 3,27 6,20 4,21 4,71 7,01 

TABELA VIII 

oo
2 

PARA CÓRTEX CEREBRAL DO ANimAL 8, Ern RELAÇ~O AO TEmPO E SOB DI­

FERENTES TRATAMENTOS 

TEmPO T R A T A m E N T O s 
Em 

miNUTOS I I! I I I IV v VI VI I 

30 0,67 0,73 0159 0,54 0,70 0,61 0,83 

50 1,51 1, 7? l~Gft 1133 1, :JG 1~20 l, 09 

90 2' 15 2165 2,44 2,04 2,24 1,.38 2,84 

120 2,89 2,G5 3t29 2,80 3,07 2~68 3,98 

150 3Ji5 4,8G 4,14 3,73 3,99 3~57 5114 

180 41:32 5, 91 4,94 4,67 4,78 4,42 6,38 

~ 



TABELA IX 

SÉRIE A 
Q0

2 
FUNDAmENTAIS DARA A ANÁLISE ESTATÍSTICA 

-------- I - - -
ANifi1AIS 1 2 3 

TRATAfrlENTOS ~:11:ffi~N 60 120 180 60 120 180 se 1 120 180 

I 1,03 1,87 2,70 2,59 4,49 6~43 2,24 4,33 6518 

I! 1,09 1,95 2,39 2,19 3,84 5,61 2,81 5,63 8,10 

III 1119 1,98 2,86 3,21 5j64 8,06 1,89 3,56 5,13 

IV 1,00 1,91 2.~72 1,59 2,79 4~14 3,37 6~21 B 1 4P 

v 0195 l, 75 1,96 1,69 2,95 4,41 2,05 3,92 5,64 

VI 1,05 1,98 2,82 2,20 4~03 6j07 2,07 4,01 5,82 

VII 1,04 1,92 2 PC:. 
'"" lz, 26 3,90 5,78 3,21 6, lt3 9,63 

4 
I 

60 120 180 60 

lj40 2,73 4,03 1,88 

1,24 2,43 3~61 1,89 

1,01 1,83 2,55 0,82 

1,60 2,44 3,40 1,15 

1,44 2~82 4,24 1,59 

1,63 3,11 4,52 1,48 

1,22 2,31 3,39 1,75 

--

5 

120 

3,67 

3~63 

1,39 

2,50 

3,17 

2197 

3,38 

--

180 

5,40 

5,39 

1,92 

3,73 

4164 

4,39 

4~96 

' N 
m 

' 



I 

I! 

I!! 

IV 

v 

VI 

VII 

TABELA X 
sÉniE r·l 

C:O..., FUNDAn':Ei'~TP.IS PARA A JUJÁLISE ESTATÍSTIC.f\ 
-·-L--· 

, l'{26 ! '2', 96 1,39 2,77 4 'li' 
j l~v 

2)- 80 4132 

1,77 2,44 5;91 

I 1,as 1 3,so 1 5,22 I 1,1s I 2,29 I 3,26 I 1,64 1 3,29 1 4,94 
I 
I 

l 1,84 ,_ 29 44 3,90 1,77 3~59 G1 20 1,33 2,80 ' 4,67 

I 1,56 2,EB I 4,21 1,44 2~90 4~21 1,56 3,07 I 4,78 

I I o C? i 2 "2 I " 72 ,:::J I .,~, i J, 1,42 : 2,93 l 4~?1 I 1j2o I 2,ss I 4,42 
! I I -. : - ! 
I 1,11 ! 2,57 4,14 I 2,21 I 4j54 I 7,01 l lf89 j 3}98 6,38 

' "' "" ' 



TABELA XI 

MASSAS StCAS DO TECIDO COLOCADAS Efll illARBURG (Efll fii!LIGRAmAS) 

SLR!E A 

--~ ANIMAIS 

1 2 3 4 5 

-20-

--~ 
TRATAmENTOS '~ 

I 161t11 84,9 102,3 98,0 107,1 

I! 165,5 82,5 81,5 118,9 85,7 

!I! 149,3 62,1 77y3 lll, 7 8 5 t lf 

IV 147,f! 105,2 89,8 79,9 133,9 

v l7l, 8 98,4 118,1 99,6 125,3 

VI 155,4- 62~0 134,2 129,7 12/i ~ 4 

VII 156,4 82,7 100,8 179,0 llf:l' 9 

-

TABELA XII 

mASSAS secAS DO TECIDO COLOCADAS Em WARBURG (Em 0l!LIGRAIIIAS) 

êLRIE 8 

-- ~ ANlfiiAIS 

TI1ATAn1ENT~ 
ç 7 8 u 

.... "·~ 

I 117,5 89,1 110jC 

I! 112,1 99,8 81' 4 

!I! SO,l 111,5 74, B 

IV 133,6 100, l __ 99,7 

v 134,4 112,2 lJ3, 8 

VI 178,3 12693 120,2 

VII 158,2 81,7 108y5 
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FIG. 5 - ANIMAL NO 5 - SéRIE A 
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TABELA XI !I 

VALORES INICIAIS DE pH OBTIDOS DOS SISTEmAS UTILIZADOS EM 
WARBURG 

T11ATAMENTDS SÉRIE A SÉRIE B 

I 7,70 7,40 

!I - - - - - -

li! 7,50 7,40 

IV 7,70 7,60 

v 7,70 7,65 

VI 7,70 7,55 

VII 7,70 7~40 

BILL:Cfi:CA CENTRAL 

-3!1-



TABELA XIV 

VALOI1ES FINAIS DE pH OBTIDOS DOS SISTEmAS UTILIZADOS EM IJJARBUflG 

sltfm A 

----~!MAIS 
1 2 3 4 5 MÉDIAS 

TRATAMENTOS ----._ 

I 7~80 7,75 7,90 7,60 7,15 7,640 
]] 7,70 7,65 7,80 7,15 6' 8 (J 7,450 

!I! 7,25 7~50 7' 15 6,20 6,15 6,85ll 

IV 7,95 7,80 7,80 8,45 8,35 8,070 

v 7,65 7?95 7,75 8,25 8,20 7,96[] 

VI 7,45 7,60 7,35 8,00 8,30 7' 720 
VII 8,00 8,00 B,OO 7,00 7' lO 7,G20 

TABELA XV 

VALORES FINAIS DE pH OBTIDOS DOS SISTEMAS UTILIZADOS Em WAI18URG 

SÉRIE 8 

~ G 7 8 MÉDIAS 

TnATAMENTOS _ 

I 7)05 7,10 7,30 71150 

I! 7,35 7,20 7,30 7,283 

Ill 7,00 6185 7' 10 6,083 

IV 7,20 7,40 7,30 7,300 

v 7180 7,40 7,40 7,533 

VI 7,40 ?~55 7,20 7,383 

VIl 7,40 7~65 7,40 7,483 



~LA XVI 

l(!\RIAÇ~O DE VOLUmE E V~.LOR DE pH Q_Q_JiÔRD SANGUfNEO INTEGRAL APÓS 

DIÁLISE CONTRA TAmP~.Q_[OSFATO 0,001 m, pH 7,40 

rrllDIA DOS VOLUmES 
INICIAIS Em m1 

mtDIA DOS VOLUMES 
FINAIS Em ml 

mlDIA DOS VALORES 
DE pH APÓS DIÁLISE 

50 61,33 7,50 

IABFL A X. VII 

DOSAGEm DE CÁLCIO NOS SilROS SANGUfNEOS INTEGRAL E TRATADOS 

sOROS mg% 

integral 11,00 

precipitado 4,15 

díalisado 2,50 

com EDTA 0,30 

oxalatado 0,30 

citratado 8,50 

TAS ELA XVI! I 
Q02 PARA FATIAS DE CÓRTEX CEREBRAL SUSPENSAS EM TAmP~O KREBS-RINGER 

FOSFATO pH 7,40, Em RELAÇ~D AO TEMPO E A DIFERENTES CONCENTRAÇDESDE 
OXIGlNIO - ANIMAL NO 9 

--- TEMPO EM MINUTOS -- 60 120 180 

9h DE OXIGlNIO 

20 3,19 7,27 10,01 

35 4,30 B,l, 10,47 

50 5,91 10,32 12,68 

65 4,79 9,58 11,85 

85 4, 61 9,29 11,80 

100 5 J 14 9,68 12,99 
---- ·~-·- -- .. -
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, S - ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados obtidos Foram submetidos ~s seguintes an~lises; 

a) Análise; do vari~ncia, de acÔrdo com o nétodo recomenda 

do por SNEDECOR (11), com desdobramento das interaçÕos 

significetivaD. 

b) Teste df) TUKEY (21), visando comparar pares das médias 1 

nos efeitos significativos da análise de variância. 

c) Cálculo do coeficiente de variação de PEARSON (5), para 
• • • comparar as duas ser1es, quanto a variabilidade. 

O nÍvel de significância adotado foi de 5/b. Para efeito de 

ilustração, adotamos a indicação dG significância usada por PiffiENTEL 

GOi!iES (21), que coloca ~ frente do valor de "F" observado, um aste-­

risco quando 0,01 ( p ( 0,05 e dois ast~Jriscos quando p ( 0,01. - . -Quando o valor nao e seguido de asteriscoj cono: . .idera-se como nao 

significativo. 



5.1 - SÉRIE A 

Os valores obtidos para os Q0
2 

variância, cujos resultados 

. . 
da serle A foram submetirlos 

' . . 
a anall se de -sao apresentados na tabr:la 

XIX. 
"' , • 1 O coeficiente de variaçao para esta serle l'oi 12,08~u: 

TABELA XIX 

ANÁLISE DE VARIANC!A - QD2 DA SÉRIE A 

---
CAUSAS DE VARIAÇM G,L. S.Q, a.m. F 

---
Animais • ~ •••• ~ o ••••••••••• 4 11511673 28,79lfl 190,17** 

Tratamentos * ••••••••••••• o 6 7,3428 1,2238 s, oe·)h'i· 
Tempos 

·······~············ 
2 151,8421 7519210 501' 45*.)( 

Animais X Tratamentos o •••• 24 48,3433 21 01!~3 13130*41 

Animais X Tempos o ••••••••• 8 27,2493 2,1561 1412/~1(-·'1' 

Tratamentos X Tempos •••••• 12 1,8794 0,1566 1,03 

Res{duo o ••••• o •••••••••• o • 48 7,2Gf34 0.1Sl4 

TOTAL •••• o •••••••••••••••• 104 349,0926 

Pela análise rln V<J.riância 1 as causas de variação "animaü! 11 

11 tratamentosu e 11 tempo:s 11 foram significativas. Foi então aplicado o 

teste de TUKEY (20) pera a compnraQãD entre -as m~dias, consideradns 

duas a duas. 

Para a causa ci8 vari.aç8o 11animais" o valor de!::.:.._ foi 0,35, 
• 

"' m> medias foram: 

Animais:- l -

2 -

3 -

4 -

5 -

1' 86 

3,99 

4,79 

2,52 

2,92 

Com base nestes valores, verifica-se que tÔda.s as m~Ídias -

diferiram entre si significantemente.· 

Para a causa de variação "tratamentos"~ o valor de 6_ foi 
' . 0,44 e as medlas foram as seguintes: 



Tratamentos:- I - 3,40 

li - 3,47 

!!! - 2,87 

IV - 3,11 

v - 2,86 

VI - 3,21 

VII - 3,60 

-43-

Pode-se verificar que neste caso foram significativos apo-

na,s setG contrastes, mesmo assim de forma desordenada. 

Para a causa ele variação "tempos 11
1 o valor de 6., foi de 

0,20 e as méciias foram as seç~uintes: 

TGmpos:- 60 minutos l, 73 

120 minutos 3,23 

180 minutos 4 1 68 

Neste caso todos os contrastes foram significativos. 

Pela an~list-J de variância (Tabela XIX) porit'o-se ainda cons­

tatar que foram significativas as interaçÕes uanimais x tratamentos" 

e nanimais x tempos 11
1 cujos desdobramentos são apresentodos na tabe-

la XX. 

TABELA XX 
DESDOBRAf\1ENTO DAS INTERAÇ'DES "ANIIl1AIS X TRATANlENTOStt E "ANIMAIS X 

TEmPOS" 

CAUSAS DE VARJAÇ~O G.L. s.o. q, m. F 

Tratumento dentro de ani-
mais: 

I 
Animal 1 s CI,394S [1,0657 o, lf3 

Animul c 6 1:-)J 8073 2,6345 17' 40'*--* L 

Animal 3 G 24,34C7 4, o~-J?G 26~BO** 

J-inimol 4 G 3~ 1149 0,5131 ~) l 42'*--"' 
Animal 5 G 12,0226 2,0038 , 3 -yr.J<:-~ 

j__ 1 ,_.__: 

Ternpo dentro de animais: 

Animal 1 2 91[.)806 4~5403 20' QB'rd, 

Animal 2 2 43 1 D4Cl 21,9233 144? 8()-ii+ 
Qnimal 3 2 70,2148 35,1074 231, eo-x--~-
Animal 4 2 18,7458 9,3729 Gl, 90"*-)(-
Animal 5 2 27~2Cl34 13,6017 89~f-J3-ii* 

. 

O teste de TUKEY (20) foi aplicado ~s m~dias dos desdobra­

mentos, da forma como segue: 



=<f4-
a) Tratamento dentro de animais- o valor de~ foi 0,96 e 

as médias estão na tabela XXI. 

mÉDIAS DE Q0
2 

PARA 
TABELA XXI 

TRATAmENTOS DENTRO DE ANimAIS SEGUNDO O TRATAfflEN-
TO E O ANimAL 

:s=::: 1 2 3 4 c 
" 

._ 

I 1,87 4,50 4,25 2?72 3,65 

I! 1' 89 3,88 5,51 2,43 3,64 

li! 2,01 5,64 3,53 1,80 l,3B 
IV 1?88 2~84 6,02 2,48 2,34 

v 1,55 3,02 3,87 2,81 3,13 

VI 1195 4,10 3,97 3, 09 2,95 

VII 1,94 3,98 6, L~2 2,31 3' 36 

. -Neste caso, para o animal 1 nao foi observado nenhum con-

traste significativo. O animal 4 apresentou apenas dois contrastes 
' significativos, enquanto que os animais 2, 3 e 5 apresentaram varias 

contrastes significativos, porém de forma desordenada. 

b) Tempos dentro de animais - para testar a signi ficâncü:~ 

dos contrastes desta interação, o valor de 6_ foi O,Sl e as médias 

foram as expostas na tabela XXII, 

N~ste caso, todos os contrastes foram significativos. 

TABELA XXII 

mÉDIAS DE QD
2 

PARA TEmPOS DENTRO DE 
ANimAL 

ANIMAIS, SEGUNDO O TErnPD E o 

---~ ANIMAIS 
1 2 3 4 5 

TEMPOS Em ~-. 
~~ -· 

CiO l, 05 2125 2,52 1,36 1~51 

120 1190 3y95 4187 2,52 

I 
2,96 

180 2166 5,78 7,00 3f68 4,29 

·-



• 5.2 - SlRIE 8 

análise 

Os valores de Q0
2 

de variância, cujos 

XXI I I. 

-45-

' . ' obtidos na serle 8 foram submetidos a 

resultados estão apresentados na tabela 

O coeficiente de variação para esta série foi de ll,BO%. 

TABELA XXI li 

ANÁLISE DE VAR!~NCIA - 00
2 

DA SÉRIE 8 

CAUSAS DE VARIAÇ1íO G.L. S.Q. o. m. F 

Animais ••••••••••••••••••• 2 3,6938 1,8469 14,21** 

Tratamentos ............... 6 6,3955 1,0659 8,20** 

Tempos .................... 2 111,8869 55,9434 430,33** 

Animais X Tratamentos -.... 12 12,0060 1,0005 7,70** 

Animais x Tempos ........... 4 0,7307 0,1827 1,40 

Tratamentos x Tempos •••••• 12 2,2269 0,1856 1,43 
' R e si duo ................... 24 3,1209 0,1300 

TOTAL 
····~········~······· 

62 140,0607 

Pela análise de variância, observa-se que as causas de va-
. -riaçao 11 animais 11

, 11 tratamentos 11 e "tempos", foram significativas. -

foi, então aplicato o teste de TUKEY (20) para a comparação entre as 

médias, consideradas duas a duaso 

Para a causa de variação"animais", o valor de f::::.. foi 0,25, 
' e as medias foram: 

Animais - 6 - 2,70 

7 - 3,22 

8 - 3,21 

' Com base nestes valores, verifica-se que a media do animal 

de nÚmero 6 diferiu das médias dos animais de nÚmeros 7 e B, signifi 

cantemente. 
Para a causa de variação "tratamento" 1 o valor de 6, foi 

' . de 0,54 e as medlas foram as seguintes: 



Tratamento!S:- l - 2' 83 

ll - 3,00 

Ill - 3,02 

IV - 3,08 

v- 2,96 

VI - 2,66 

VII - 3,76 

-4ti-

Neste caso se verifica que a média do tratamento VII dife­

riu significantemente de tÔdas as outras correspondentes aos outros 

seis tratamentos. 

Para a causa de variação 11 tempos 11 
1 o valor de Li foi de -

0,25 e as médias foram as seguintes: 

Tempos:- 60 min - 1,44 

120 min - 2,88 

180 min - Lt, 7 l 

Pode-se verificar que neste caso todos os contrastes fo-

rc.rn significativos. 

Pela an~lise de vari~ncia (tabela XXIII), podG-se ainda ve . ~ 

rificar que houve tügnificancia para a interaçao 11 animais x tratamen 
' tos", cujo dGsdobramento esta apresentado na tabela XXIV. 

TABELA XXIV 

DESDOBfiAfDENTO DA INTERAÇ~O "ANimAIS X THATAfl1ENTOS)' 

CAUSAS DE VARJAÇ~O G.L. S,Q. e. m. F 

Tratamento dentro de ani -mais ' 
Anirnsl G ... ~ ........... 6 3~8958 0,6493 4~ 99*-X-

Animal 7 •••••••••• o •••• 6 ll' 0071 1,8345 14,11•** 

Ar.ümal 8 o •••••••• o ••• o • 6 3,4987 0,5831 4 1 48H-

O teste de TUKEY (20) foi aplicado ~s m~rHas do desdobra­

mento da interação "animais x tratamentos" 1 da forma como segue: 

Tratamento dentro de animais:- o valor de ll foi de 0,90 e 

as m~dias estão apresentadas na tabela XXV. 



TABELA XXV 

WÉDIAS DE 00
2
. PARA TRATAMENTOS DENTi10 DE ANIMAIS SECUNDO C! TRATAmENTO 

E O ANIMAL 

ANI rl1AI S 
6 7 8 

TRATAMENTOS 

I 2,30 3,30 2,91 

Jl 2' 92 2,72 3,37 

!I! 3,56 2,24 3~29 

IV 2,46 3,85 2,93 

v 2,88 2,85 3' lLI 

VI 2,20 3,02 2, 77 

VII 2,61 4,59 4,08 

Neste caso observou-se contrastes significativos entre as 

médiss, distribuÍdos de modo desordenado 1 para os três animais da 13é 

ri e. 

* * 



6 - DISCUSS~D 

6.1 - Generalidades 

O tecido cerebral de suino foi utilizado na pesquisa, de-

v ido ao fato dêsse animal reunir Hm si~ 

relacionadas com as condiçÕes materiais 

' . uma ser1e de possibilidades 

de técnica e experimentação, 

Ainda, foi o tecido que apresentou maior atividade em relaçôa a 

mÚsculo esquelético (massÓter) e polpa dental, segundo AYRES (1). ls 
to permitiu admiti r maior sensibilidade do b1cido n<~rvoso (cérebro) 1 

em resposta às variaçÕes introduzidas no meio de suspensão, de::.de 
' ' -que a atividade respiratoria mantem estreita relaçao com a atividade 

' metabolica. 

Também, poude-se evidenciar dos estudos sÔbre metabolismo, . ' ' que o tecido cerebral possui todas as atividades enzimicas necesse--
' - ' rias a manutençao das principais vias metabolícas encontradas em ou-
0 N 

tros orgaos do corpo, o que se tem dHnominado "autonomia do metabo--

lismo cerebral u (22L 

Por imposição das condiçÕes mab:niais, as experimentaçÕes 

no respirÔmBtro de UJarburg estiveram restritas ao nrn~todo dircta 11 

(39). 

As técnicas para obtenção das fatias de tecido, obedecidas 

neste trabalho, foram as mosmas descritas e empregadas por AYRES (1), 

porque atenderam ~s nec~::;ssidades minimas de segurança em experimen-­

tos respirométricos. 

Cuidados Gspeciais foram seguidos, nd intuito de Sf~ ns;:wg.;:_ 

rar estreitos limites nas variaçÕt~s das espessuras das fatias de te­

cido1 obedecendo às especificaçÕes da f6rmula de Ularburg (39). Iguel 

mente, relaçÕes constantes foram mantidas entro carga;:> de masos de 
' . tecido um1do e volumes nos frascos de lilarburg. O tempo decorrido en-

tn: o sacrificio do animal e o in{cio da respirometria foi sempr8 

que possÍvel semelhante e ao redor de 90 minutos, fato que não cria­

va condiçÕes de degeneração ponderável dos tecidos. 

Quando da aplicação das variáveis (tratamentos), procurou-
' . ,... . se sempre obedecer as cond1çoes fundamenta~s acima dr:ascritas, conf<:::.:-

rindo assim, maior sBguranç.a aos resultados. 

Os tratamentos aplicados ao sÔro, objetivaram estabelecer 

condiçÕes que possibilitassem fracionamento qualitativo, tendo em vi~ 

ta.--~Ob'ter,.fra"êtié's de sÔro alteradas e Especl ficamente ajustadas para 
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qUB os tecidos encontrassem diferentes condiçÕes fÍsico-quÍmicas nos -meios de suspensao. 

' A aplicação ao soro, de processos de dialise o precipita--

ção relativa pelo aquocimento 1 criou condiçÕes de fracionamento,pos­

sibilitando o isolamento do Hfator 11 alterador da respiração) segundo 

sua natureza: se prote{nico (não dialis~vel, destruido pelo aqueci-­

mGnto) ou se não protainico (dialisável 1 resistente ao aqu:Jcimento), 

caso existisse sob uma ou mais formas. 

Havendo ainda 9 a possibilidade de r~star o 11 fatorn, locali-

zado numa fração iÔnica do sÔro~ pesquisou-se a aç8o de 

valentesj pela susceptibilidade de formação ds quelatos 

ne e fixação pelo oxalato ou pelo citratn~ 

' cations bi-

com o verse-

Posteriormente à aplicação dêsses tratamentos, consideran­

do-se os resultadow já alcanQados~ bem como as observaçÕes de AYRES(l l 

os diferentes tratamnntos foram r:iiluidos com solução tampão Krebs" -

Ringer-fosfato (39), na proporção de 20% de sÔro (alterado ou não) o 

80% da solução tampão. 

Dbjetivou-so com essa m~;1dida, melhorar as caracteristicas 

do sÔro~ em relação aos fatÔres f{sico-qu{micos (capacidadG de solV_ê. 

tização do oxigênio)~ que pudessem limitar a atividade respiratÓrio 

do tecido. . , ' 
Possibilidades de interfercncias nos resultados resplrome-

tricos por atividad8 microbiBns 

por AYRES (1) 1 pelo monos durante 

5, 2 - S~RIE A 

6 .2~1 - Animais 

inexistiram conforme:; o comprovado 
' trcs horas iniciais da respiramo--

Segundo '2, sn~lisfJ rh~ variâ.ncia (Tabela XIX), v;:;rificou- se 

que houvu variação entre animais. Ainda, pelo testo elE Tukcy podo-sG 

obs2rvar que a variação ontrG animais distribuiu-se homogênsamente -

entre os mosmos~ ou seja, os animais diferiram regularmcnto Pntrc si. 

Embora tenha sido utilizedo o mesmo tipo d~: tecido dG 

animais da mosma 8spéciE 1 êstes foram escolhidos ao acaso, com ida­

des 8 sexos diforL-mtos e EiVidentemcnte com pr:trimÔnios hereditários 

tamb~m difGtGntesn 

Assim 1 por imposição do planejamento estatÍstico, desenvol 



-50-

v eu-se o trabalho com amostras não ostratiFicadas, tornando satisfa-

tÓrias as conclusÕes indicadas pelo toste 11 F" (significância para 

eausa de variação 11 animaisH ... fabela XIX). 
a 

Díante dÔsse comportamento apresFJntado P•·~los animais, obti 

dos nas condiçÕes gerais apontadas, quasG quo se pÔde aceitar inte-­

gralmente a genoralizaç8o do conceito segundo o qual, também animais 
... ' ; . 

de outras procedencias, responderiam analogamcnto aos metodos oxpcr2;. 

mentais aplicadosJ desde que variaçÕe;s entre animais são esperadc:s -

em experimentos biolÓgicos dessa natureza~ 

6.2.2 - "Tratamentos 11 

Na análise do variâncis (Tabela XIX) observa-se que p8r8 -

a causa de variaç8o 11 tratamentos" ~ o testo "Fn indicou signific8.ncie. 

Por outro lado o teste de TUKEY evidenciou algumas significâncias P.ê. 

ra rJlguns tratamentos e não siç;nificÔncias pare. outros. 

Segundo o planejamento da pesquisa, procurou-se isolar um 

ou mais ntrata.mentos 11 (como causa de variação), que possibilitasse 
' ' -uma resposta sstisfatoria a indagaçao fundamental, qual seja, 2 uxpJ) 

cação para a possivel diferonça do comportamento do tocido, quando -
"" f ~ ,. , 

suspenso ou em soro sangu.1neo intogro, ou em soro sanguíneo modifi 

cedo. 

6.2.2.1 - Tratamentos I o II - S~ros hnm~logo c hotcr6-

loqo 

Estsbeloceu-sc o sôro homÓlogo como o padrno~ contra o 

qunl os resultados ci''l aplícaçGo dos domais tretamcntos foram compor.§_ 

dos, isto porqu8 ~ato tratamento foi o que criava condiç~es mais pr~ 

ximas das natureis. 

Assim sendo~ deva-se compreender br~m <: potGncialidade natg 

ral que êsse meio dç suspensão poderia represontar para as fatias dt:· . ' tecido, conforme o verificado nas t:JXporicncias rospirometricas 1 tor-

t - 1 • t ' d 1 1' · r · nando-se en ao, o 1nd1ce a raves o qua se ava .lar1om as poss.lVGlS 

alteraçÕes provocodas pdos tratamentos subseqÜentes, splicGdos oo 
• soro, dentro do plsnej8mcnto da pGsquisa. 

Nas condiçÕe(S 11 in vivo", considerando-se o plasma so.ngu~-­

noo, sabG-Sc-J qu2 a provis8o de oxigÔnio para as cL1lulas dos tocidos 
. ' ocorre quase que totalmente por conta da hemogloblna, atrnvos de um 
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mecanismo bem definido~ Sabe-se nínda.~ que uma pequena fração d3 ca­

pacid:a.d: de transporte; de oxigênioj pelo sanguof ocorre por rdmples - , dissoluçao física no plasma. 
• Quando se promove a susponsao de fatias de t(:;cido em soro 

se.nguÍneo, o mecanismo da provisão dfJ oxigUnio so altGra complcb::omen 

te 9 desde que h~ eliminac8o dos elementos figurados do sangue, bem 

como de seus constituintes normais~ retidos no coágulo, 8sb::ndo o 
~ ~ ,. ... 

oxig&nio aponas fisicamente dissolvido~ PGrmanocom, porem 1 nos soros 

(homÓlogo 8 hoter~logo no caso), os componentes nutritivos indispcn-
, . 

save1s ao metabolismo Gelular. Adimitindo-su quo ocorruss'Jm Bltcra--

çÕ8s, Gstas se deram em tÔdas as amostras, com s8melhantss intonsid.§.. 

dDs, porém consBrvando cl:rta pGdronizacão do sÔro 1 o que foi consta-

ta de pola permanência~ 
, 

sempre 1 das atividades respiratoriBs das 

fatias de tecido. 

O novo mucBnismo de provisão de oxigênio pare ss fatias de 

tecido foi caractr"'rizado pela maior possibilidade de dissoluç8o do 

oxigÔnlo no sÔro em rolação a solubilidade no plesma, psrmitida pc­

las altsraçÕes sofridas por êste 8 facilitada pelo agitaç8o constan­

te do mGtGrial no inh,rior dos frascos do nospirÔmutro do Warburg. 

Assim, em resumo, a intensidnde do consumo d8 Dxigênio~ a­

prusentada pelas fatias de tecido norvoso (cÓrtex corebr8l) 8 domon§. 

trada pela rGspirometrie:, foi atingida mediante n atuaç8o conjunta -

de: potcncisl nutritivo do sôro, provi.são dG oxigênio G prováv2l PL!, 

da d2 auto-r~gulaç~o metab~lice presente ''in vivo 1
'. 

6.2.2.2 - Tratomunto III - saro diDlisado 

A eplicaçã.o do procGsso snalÍtico d3 diálise • ao soro snn--

gu{nc;o fundamentou-se na possibilidsde du se localizer um futor in­

fluGntc na respíracê'o das fatü:s ds tecido, presente nestE! sôro. Se-

gundo sua nstun1ZCi poderi2 ~Jf.or passivul r.o difundir-sE; para o meio 

contra o qual o sÔro sofreu dialísação (tampão fosfnto 0,001 IYI 1 pH 

?,40)c 

O contrÔle da dülliss.ção do sôro foi feito 2trnv8s da ver i 

ficação das vnriBçÔEs dos volumes inicial e final (tabele XVI), bum 

como do avaliação de sou conte~do em c3lcio ionizado (Tabela XVII) u 

aind2 pelas verificaçÕus das var-iaçÕes de pH (Tabela XVI). 

Analisando-se os d::;;dos dispon{vuis para o contrÔlo da di8.­

lisação do sôro sanguÍneo, verificou-se qus realmentu houvs trocas -
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iÔnicas e translação de 

1) Os volumes 

lisacão, foram sempre de 
periores. (Tabela XVI). 

solvente durante o processo, desde que! 

iniciais de sÔro sançuineo submetidos à dia-
' ' 50 ml, atingindo. apos dialiseJ volumes su-

2) A concentração 

dicando difusão:- de 11 1 00 

dialisado (Tabela XVII), 

de cálcio no sÔro dialisado decresceu,i~ 

mg% no sÔro integral a 2, 50 mg/S no sôro 

3) 

submetidos ~ 

Pequenas variaçÕes de 

diálise (Tabela XVI). 

• pH foram observadas nos soros 

. ' Verificou-se ainda} que o pH do soro sangulneo diaLisado, 

apÓs a respirometria (Tabelas XIV e XV), apresentou semrre valor me­

nor, em relaç~o aos pH finais (ap6s respirometria), apresentados pe-
A 0 •A 

los soros submet1dos a outros tratamentos. Isto deve ser consequen--

cia dos seguintes fatos: 

a) Perda de eletr6litos durante a diálise e presumÍveis 

componentes de sistemas tampÕes (sistemas carbonatot fosf8to e ci­

trato). 

b) maior possibilidade de dissolução do gas carbÔnico~ por 

aumento da solvatização especÍfica: 

Embora houvesse, como j~ foi discutidoF incid~ncia de sig-

nificância para a causa de variação "tratamentos 11 (Tabela XIX)'I o 

teste de TUKEY não possibilitou maiores evidências que merecessem 

discussões mais extensas, rszÕos pelas quais foi lÍcito admitir que; 
' ' a presença de cations difusiveis, 3gindo como controladores da respi 

ração do tecido 11in vitro"~ parece não ter sido um fato positivo. 
' ' Poderia se admiti r porem~ que cations controladores da res 

piraçio 1'in vitro 11 estivessem ligados ~s proteínas e portanto nao 

difus{veis. Como sÔro sangu{neo desproteinizado (vide Tratamento VII) 

não apresentou alteraçÕes nos experimentos respirométricos$ esta Úl­

tima suposição também fica em grande parte anulada. Tudo par8C8 es­

tar no campo do poder de solvatização do oxigênio referente a cada 

meio de suspensão. 

6.2.2.3 - Tratamentos IV, V e VI - sGros modificados 

ggr adição de oxalato, citrato e EDTA 

' Segundo o planejamento de pesquisa, previu-se tambem na 
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série A, a poss{vel influência de tratamentos modificadores do sÔro 

como auxiliares para se detectar um agente influenciador da respira­

ção das fatias de tB~ido~ conforme fÔsse sua natureza nao proteinica .. 

por~m iÔnice ou então, catiÔnica ligada a proteína. 

Os Íons de cálcio(juntamente com G~dio~ potássio e cloroL 

desempenham papel fÍsico-quÍmico fundamental no balsnceamento iÔnico 

dos fluídos orgânicos~ Em adequadas condiçÕes de equilibrio eletrol{ 
' . ' tico e que ocorrem fenomenos fisiologicos normais 1 tais como 1 a exci 

tabilídade muscular e o transporte através das membranas permeáveis 

etc., tudo representando trabalho executado e consequente consumo de 

energia. 

A ação quelante de substâncias como o EDTA, o oxalato e o -

c i trato influindo às vêzes dr~sticamente, sÔbre a concentração do c~l­

cío ionizado, como foi no caso do EDTA e do oxalato, no sôro san­

gu{neo foi mais uma vez comprovada pelos darlos da tabela XVII. 

Cls teores de cálcio expostos na tabela XVII~ evidenciaram e 

fato de os agentes modificadores do sôro sanguÍneo, representando as 

basss fisico-quimicas dos trabalhos desenvolvidos 1 confirmarem o pr~ 
' visto~ houve de fato quelação de ions divalentes. 

Sabe-se que a promoção de variaçÕes na concentração 

{ons dífwdveis determina alteraçÕes nas diferenças de potencial 

de 
' ele 

teico das membranas celulares~ suporte para explicaçÕes de certos fe . ' nomenos bioeletricos. 

Essas variaçÕes alteram tamb~m as relaçÕes de pressão osmQ 

tica entre o meio de suspensão e as ct1lulas das fatias de tecido, 8!} 

volvendo no fenômeno o efeito de D::mnan, que se aplica aos sistemas 

biolÓgicos, desde quo membranas separam as ciiferentes substâncias em 
' d'f t . f "" d'f ' . lOnS 1 USlVBlS e lOns nao l USlV8lS. 

O metabolismo celular, atividade essencialmente ciinÔmica,­

altera a concGntração dos componentes difusivBis e não difusÍveis,des 

locando o equilÍbrio de Donnan. Dessa formn o efeito de Donnan se 

manifEsta explicando o mecanismo da absorção e secrer;ão de substân-­

cias pelas e~lulas 1 mantendo as concentraç5es diferenciais entre o 

meio interno e o meio extra celular. 

Outro aspecto de grande importância~' diretamente relacionQ, . ' ' do com as modificaçÕes introduzidas no soro sangu1neo, e o da solubi 

lidade dos gases nos lÍquidos orgânicos. 

Sabe-se que a solubilidade de um gás em solução varia com 
' - ' a presença e quantidade do sais e tambern de nao eletrolitos, diminu,!,n 
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do à medida que aumenta a concentração do soluto total e que os li­
quidas orgânicos se caracterizam como soluçÕes aquosas de vários 

sais. Ressalte-se que o volume de oxigênio dissolvido em 100 ml de 
' Q I ' agua a 20 C e de 0 1 635 ml e o volume do mesmo gas dissolvido no mes-

mo volume de plasma a 37°C é de O, 338 ml (22) 1 sendo, portanto, a 

temperatwra 1 fator critico. Da{, o cuidado experimental obedecido no 

referente à temperatura do banho do respirÔmetro de Warburg. 

Com respeito ao problema da viscosidadeJ sabe-se que a do 
" , , I' ,... r 

soro sanguíneo e maior que a da agua. A fraçao protelnica do sÔro in 

flue na manutenção de sua viscosidade. A diluição do sÔro 

reduz sua viscosidacle (22). 

' com agua -

SÔbre o aspecto especÍfico das variaçÕes de tensão superfi . ' cial provocadas no soro sangulneo com os tratamentos modificadores,-

cabe destacar o fato da mesma tornar-se mais elevada com a desprotei 

nizacão do sÔro, o que deve intervir no processo de solvatização do 

oxigGnio. Mas, outras fatôres agem paralelamente com as protoinas na 

manutenção de uma tensão superficial inferior à da água, tÍpica do 
A T "'" T f , A 

soro sanguineo. Sao eles: presença de coloides hidrofilos, acido ta-

nico1 sais biliares, lecitina, amido e glicogÔnio (22). Uma baixa iD. 

tensidade de variação na tensão superficial do sÔro sangu{neo, quan­

do de sua desproteinizaç:ão 1 devo ser, observada devido a ~sse fato. 
"' "' " b , Verifica-sê entao, que a açao co~junta dos fatores 1isico~ 

' < qUlffilCOS (pr(-:Jssão osmÓtica, solubilidade do oxigênio, viscosidade e 

tensão superficial) 1 compÕe um estodo que caracteriza a intensidade 

de solvatização do oxig~nio no 
. 

soro sanguineo. Desta forma, a promo-

ção de alteraçEes nos constituintes s~ricos atinge os fat5r8s des­

critos, levandb a modificaçÕes na intensidade de solvatização do oxl 
• < • 

gonlo no soro. 

Diante de todos os aspectos discutidos, so justificou a 

programação da pesquisa, incluindo as variaçÕ8s nas concentraçÕes 

iBnicas do s8ro, no sentido de se verificar a possibilidade de loca­

lização numa de suas fraçÕes, de um agente alterador do comportamen­

to metabÓlico das fatias de tecido, evidenciado pelo Índice respiro­

mÓtrico. 

As verificaçÕes analisadas estatisticamente resultaram na 

impossibilidade de se evidenciar um tratamento onde se pudesse fir-­

mar posição definitiva para esclarecE'r o problema em fJstudo, dentro 

desta fas8 dos trabalhos; 
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( .2.2.4 - Tratamento VII - SÔro desproteinizado gor 

precipitação pelo calor 

. -O soro desproteinizado nao mostrou um comportamento dife--

rente dos demais sôros modificados, bem como em relação ao sôro in­

tegral. 

Em condiçÕes normais, ou seja uin vivo", a provisão de 

oxigênio é realizada quase que totalmente pela hemoglobina. Apenas -

uma pequena fração c:a capacidade total de transporte do oxigênio pe­

lo sangue se faz por dissolução fisica no plasma. 

lsse mecanismo de transporte do oxigênio para os b:;cidos -

está ausente "in vitrott~ o que modifica completamente a condição f{­

sico-qu{mica do oxigênio disponivel às fatias de tecido, 

Sabe-se que a tiroxina estimula o consumo de oxigênio~ a­

proximadamente 40% do consumo de oxigênio utilizado para a produção 

de calor e para atender ao metabolismo oxidativo, são resultantes da 

atividade reguladora do hormÔnio da tireÓide (6 e 27). 

Dessa forma o sÔro desproteinizado deveria apresentar alte . ' . raçoes no consumo de oxigenio~ devido a ausencia do constituinte prg 

teinico hormonal 9 o que nao ocorreu, pois não foi detectada altera---çao alguma. 

Parece razoável que a agitação do material durante a respi_ 

rometria alíada ~ ausência de particulas em suspensão (células), CO.Q. 

corra para a manutenção da intensidade de consumo de oxigênio apre­

sentado pelo sÔro integral. 

mas, a desprot.oinização total (e consequonte eliminação de 

hormÔnios classífícados corno ?roteinas), levaria a um estado de me-­

nor estimulaç~o metab6lica das fatias do tecido. tste aspecto de­

pressor poderia ser compensado pela maior quantidade de oxigênio dis 

solvido no sÔro sanguÍneo desproteinizado (maior capacidade d8 solv~ 

tização do oxigênio) 9 fato concreto, em vista dos resultados respiro 
, 

metricos. 

Assim sendo,nos tratamentos III, IV, V, VI e VII, embora 

ocorressem tÔdas as si tuaçÕ1·3S apontadasj influindo no estabelecimen­

to das condiçÕes de trabalhoJ elas não se manifestaram suficientemeD 

te intensas para esclarecer o problema em estudo 1 razão pela qual se 

esquematizaram os trabalhos da série 8. 
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6.2.3 - Tempos 

Pode-se observar pela análise de variância (Tabela XIX)j -

que o teste ''f 1
' foi significativo 

A aplicação do teste de 

para a causa de variaç;o ''tempos''· 

TUKEY mostra 

estão distribuidas de modo regular 1 pelos três 

que as signíficâncias 

intervalos de tempo -

levados em consideração na análise estatistica. Isto evidencia uma 

atividade continuada conforme a hora de determinação dos valores de 

QD
2 

tenha sido aos 60 1 120 ou 180 minutos, respectivamente. 

Considerando os dados estatisticos no sentido biolÓgico 

dos fatos analisados 1 pode-se entendê-los como demonstradores de um 

fenêmeno continuo 1 o que é lÓgico e esperado em respirometria, onde 

os dados representam uma somatÓria continua das taxas de consumo de 

oxigênio. ~sse aspecto é perfeitamente comprovado pelos traçados das 

curvas de Q0 7 (Figuras la 5). Neles se observa as variaçÕes de in­

tensidade do-fenÔmeno representado, em função do tempo~ mas nunca re 

fletsm deflexÕBs drásticas que pudessem demonstrar perda de ativida-
' . .... , 

de das fatias de tecido, levando a adm1ssao de que, pelo menos ate 

três horas de respirometria, não ocorreu degeneração ponderável dos 

tecidos. 

6,3- SÉRIE 8 

Diante dos fatos até aqui discutidos, ficou aceita a impo~ 

sibilidade de se admitir, especificamente, um agente indutor quÍmico 

no sÔro sanguÍneo, controlador da atividade respiratÓria das fatias 
' de tecido, suspensas nesse meio biologico. 

Em vista dos resultados alcançados na série A, foi plane­

jada a série 8 1 segundo esquema experimental especifico. 

O fato do nao aparecimento de diferenças significantes en 

tre os tratamentos, pelo menos no sentido de se poder responsabili-­

zar um ou mais deles 1 pela significâncía do teste de 11 F11 (Tabela XIX 

S~rie A), permite a suposição de que o fator investi9ado estivesse -

protegido, de modo a suportar os efeitos dos tratamentos então apli­

cados. 

No trabalho de AYRES (1), encontram-se sÓlidas bases para 

o estabelecimento das condiçÕes introduzidas na série B, quais se­

jam os resultados apresentados pelo autor, evidenciando diferenças -

bastante sensiveis entre o comportamento das fatias de tecido, sus-
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pensas em soro animnl e em solução tampão Krebs-Ringer-fostato (39), 

Pode-se afirmar que a especulação cientÍfica permitida pe-
' . la ser1e A se justifica, desde que, pelas observaçÕes de AYRES (1), 

não se poderia planejar a série B, sem antes tentar responder à que.@_ 

tão imposta pela l~gica: estaria numa das fraçÕes do soro sangu{neo 

o fator indutor das diferenças detectadas pelo cita do autor? 

S~menbJ depois de uma verificação nesse sentido, poder- se 

ia voltar a atenção para estudos envolvendo uma composição onde par­

ticipassem o sÔro sanguineo e sÔro artificial, como foi estabelecido 
' . na ser1e B~ 

Na série 8 foram então, adotadas novas condiçÕes experimen 

tais. Nesta série houve diluição do sÔro animal (modificado ou não), 

em sistema tampão Krebs-Ringer-fosfato (39), na proporçao de 20% do 

sÔro para BO% da solução (volume a volume), condição esta estabeleci 
' ' da com base nos resultados da propria serie A e nos trabalhos de 

AYRES (l) e KREBS (25). 
Os resultados alcançaclos e analisados estatlsticamente, na 

série B, levaram às seguintes observaçÕes: 

a) As alteraçÕes impostas ao meio de suspensão da série 8 -nao modificaram o compott8mento da causa de variaçao entendida como 

"animais", da sér:n A (Tabelas XIX e XXIII). 

b) Em rel&çá~ à causa de variação "tratamentosn, ainda se 
' ' observou estarrm presentes na sorie 8, os aspectos discutidos na se-

rie A, em relaç~o aos tratamc~tos I, II~ III, IV, V e VI, desde que 

não se detectou ent:cc ~Los urr,a diferença de resultados ou efeitos 
' ' significativos, dentro da analise estatística~ 

Em relação ao tratamento VII da s~rie 8 (sÔro desproteini­

zsdo pelo caiar e dilufdo em tamp2o Krebs-Ringer-fnsfato)..('39) 1 as fa 

tias de tecido apresentaram maior consumo de oxigênio, du-rante o tem 

po de observação respirom~trica (Teste de TUKEY), mostrando visiveis 

diferenças no co~portamento. 

Sendo o tratamento VII uma solução com menor nÚmero de paL 

ticulas, devido à desproteinização e diluição, permitiu maior possi­

bilidade de solvatização do oxigênio, o que permitiu ac8itar as con­

diçÕes fisicas do meio de suspens2o, como fator efetivamente interf~ 

rsnte na rospiração das fatias de tecido. 
. ' O mesmo ae1pocto fol tambem observado por ELLI OT e HENRY 

(14): segundo ~sses autores, o consumo de oxig~nio pelas c~lulas (a­

tividade respiratÓria), podo ser limitado pula difusão do gás da fa-



-59-

se gasosa para a lÍquida, superando mesmo os prÓprios cantr~les endÓ 

genos dos tocidos e principalmente quando a agitação do sistema 
, , 

pequena e grande e a atividade biologica. Sabe-se ainda, segundo 

WINZLER (41), que o aumento da agitação, por si sÓ, não representa 

uma indicação real da difusão adequada do oxigênio. 

, 
8 

Ainda segundo observaçÕes complementares, verificou-se (t~ 

bola XVIII) quo a uma atmosfera do 100% de oxigênio, o tecido não 

respirou em maior intensidade, se comparado ao mesmo tecido que res­

pirou em stmosfera de 50% de oxigênio, o que confirmou a observação 

de ELLIOT o HENRY (14), segundo o qual, a atmosfera de 100% de oxigê 
' - , ( ' nio exorc8 ate mesmo açao inibitoria de fatias de tecido nervoso C.§. 

rebro), 

Os resulte.dos apresentados na tabela XVIII mostraram quo 

a baixa tonsão de oxigÔnio na atmosfera diminuem os indices respira­

tÓrios. SÔbro esse aspecto ELLIOT e HENRY (14) observaram que o fato 

ocorreu independentemente da limitação da difusão do oxigênio. 
, 

Diante dos fatos analisadost verificou-se que as celulas -

das fatias de tecido submetidas a maiores pressÕes parciais de oxigQ. 

nio, no meio de suspensão (dentro de limites fisiolÓgicos), puderam 

utilizá-lo em maior intensidadoG 

Inferências podem então ser estab8lccidas: 

~) A auto"~!'sgulação celular não foi prejudicada pelas al­

teraçÕt~s quÍmicas do meio de suspensão, de tal modo a permiti r res-­

postas respiratÓrias constantes, ou, 

2) As alteraçÕes qu{micas introduzidas no m8io de suspen-­

são não sensibilizaram os mecanismos de auto-regulação metabÓlica ce 

lular~ 

") E tN 1 t N f' ' ' ' d' f' • .:J n ao~ as a eraçoes lSlco-qulfracas que mo l 1caram as 

condiçÕes de solvatizaç8o dos meios de suspens8o, sendo efetivas em 

provocar rcspostos diferentesj deveram, ou agir diretamente sÔbre os 

mecanismos de auto-regulaçãoJ ou então superar a eficiÔncia dos mes 

mas~ 

Resumindo, o fator maior, evidenciado por êste trabalho, e 

quo condicionou a utWlização do oxigÔnio por fatias de tecido, foi e 

pressão parciGl de oxigênio no meio dG suspensão, diretamente rela-­

cionada com a intensidade de solvatização do oxigênio no meio de 

suspenseo. 

c) Para a causa de varioção "tempos", também são válidas 
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as consideraçÕes já elebor8dos na série A, desde que os resultados -

da s~rie 8 (Tab8la XXIII} indicaram o mesmo comportamento verificado 

na série anterior, o que era esperada uma vez que as anotaçÕes respi 
' rometricas eram continuadamente crescentes, a menos que houvesse pa-

ralização da atividade respiratGria. 

* 

* * 
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.1 - CDNCLUSllES 

Considorados os limites experimentais do trabalho, con-

cluiu-se que: 

a) as variaçÕes nas atividades respiratÓrias das fatias de 

tecido nervoso (cÓrtex cerebral)~ foram causadas exclusivamente por 

olteracÕes introduzidas no meio de suspensão e diretamento relaciona 

dos ao problema f{sico da solvatização do cxigênio. 

b) A eliminação de cálcio séríco ionizado (ação de agentes 

quelantes: EDTA, citrato e oxalato), não influiu na atividade respi­

ratÓria de fatias de tecido nervoso (c~rtex cerebral) de suíno, su~ 

pensas nesse meio. 

) - . ' c A desproteinizaçao total do soro sangu1neo 1 utilizado -

como meio de suspensão para fatias de tecido nervOso (c~rtex cerebral) 

não alterou a atividade respiratÓria dessns fatias. 

d) A eliminação de {ons através diálise, do soro sangu{neo 
~ - , utilizado como meio de suspensao, nao alterou a atividade ~espireto-

ria dos fatias de tecido nervoso (cÓrtex cerebral) de suino. 

e) As conclusÕes anteriores são válidas mesmo quando v ar i.§. 
~ 

çoes individuais, inerentes so tipo de amostragem utilizada, se fiza 

rem notar~ 

f) Não houve, durante o transcorrer de todos os oxperimon-- , tos, alteraçoes po1 ':! eraveis na atividade das smostras de tecido utili 

zadas, indicando ausência de degeneração dentro dos limites de tempo 

ímpostos pelos métodos experimentais. 

* * 
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TABELA XXVI 

RESPIROfi!ETRIA Em WARBORG -_CONSUMO DE OX!GtN!O (EM fi!!CROLITROS), POR 

TECIDO CEREBRAL SUSPENSO EM TA[' ~O KREBS-RJNGER-FOSFATO pH 7
1
40

1 
508 

DIFERENTES ATMOSFERAS DE DXIGCNIO (ANimAL NQ 9) 

~ 20 35 50 65 85 100 

15 61 69 112 65 67 70 
30 112 124 161 103 114 113 
45 171 194 218 180 168 170 
60 225 254 269 232 217 215 
75 287 323 311 286 269 260 
90 346 387 363 340 320 299 

105 423 471 428 407 375 353 
120 513 547 470 466 437 406 
135 588 598 509 500 475 460 
150 629 633 531 520 500 495 
165 672 673 557 556 531 523 
180 707 699 577 578 555 546 

TABELA XXVII 

mASSAS srcAS DO TECID~ CEREBRAL COLOCADAS Em WARBURG Efl! RELAÇ~O ~S 

DIFERENTES ATMOSFERAS DE OXIGêNIO (ANimAL NQ 9) 

~, DE OX!GENIO 

mASSAS,S~ 
20 35 50 65 85 100 

-
mg 70,80 69,95 45,50 48,85 47,00 42,50 
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TABELA XXVI !I 

ANIMAL NQ 1 • SlRIE A 

RESPIROMETR!A EM lliARBURG - CONSUMO DE OXIGLNIO (EM MICROLITROS) POR 

TECIDO CEREBRAL, 508 OS TRATAMENTOS APLICADOS 

~ T I li li I IV v VI VII 
m 

lO 24 22 25 19 24 19 17 

20 53 54 55 48 53 49 48 
' 

30 82 85 I 85 70 81 76 ' 77 I 
' I 
' 40 105 111 I 109 í 93 118 100 102 

I 
50 135 I 

140 I 114 ' 118 134 130 133 ' I I , ! 
I 60 170 

I 

180 ' 176 149 164 163 164 
I 

70 198 210 201 182 200 194 197 
' ' 80 218 228 

I 
219 197 215 210 216 

90 230 251 237 214 236 233 238 

100 262 276 255 233 259 258 260 

llO 290 305 279 262 282 285 285 

120 308 322 291 282 301 305 301 

I I 
130 329 286 318 294 322 321 325 

, 
140 342 286 l 345 313 344 319 349 

I 

I I 150 374 309 ' 359 I 346 366 366 375 I I 160 401 I 338 382 I 359 386 389 401 

I I i 

I I 170 426 361 I 407 381 412 413 425 

I 
, 

' I l 
180 446 I 383 I 421 403 436 436 448 

I I I I 
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TABELA XXIX 

ANimAL NQ 2 - S~RJE A 

RESP!ROMETR!A EM WARBURG - CONSUMO DE OX!GtNIO (Em MICROLITROS) PQR 
POR TECIDO CEREBRAL, SOB OS TRATAMENTOS APLICADOS 

~ T I !I I!l IV v VI VII 
m 

15 43 54 80 52 48 43 57 

30 112 95 99 88 84 79 92 

45 164 135 146 125 120 110 134 

60 220 181 199 168 165 133 187 

75 259 215 238 202 198 162 219 

90 306 253 278 238 236 191 260 

105 338 280 308 265 268 217 290 

120 382 317 3119 294 289 243 323 

135 420 351 379 329 322 266 357 

150 462 388 420 363 357 297 395 

165 507 427 460 
! 

399 399 332 434 

1 463 1 

·, 

180 546 499 i 436 432 362 478 



TABELA XXX 

ANIMAL NQ .~ - StRIE A 

RESPIROMETR!A Em WARBURG- CONSUmO DE DX!GtNIO (Em MICROLITROS), POR 
TECIDO CEREBRAL, SOB OS TRATAMENTOS APLICADOS 

~s T J !I I!! IV v Vl VIl 
m 

15 50 50 55 78 69 60 73 

30 105 106 114 156 137 122 101 

45 167 173 173 238 211 195 240 

60 220 229 226 303 376 251 310 

75 270 293 285 387 344 319 406 

90 327 345 326 447 400 373 479 

105 380 408 376 506 462 433 553 

120 424 459 425 558 515 488 629 

135 476 533 469 621 578 549 715 

150 526 588 522 684 639 604 795 

165 574 644 568 743 696 665 886 

180 605 660 606 762 743 703 949 



TABELA XXXI 

ANimAL NQ 4 - SÉRIE A 
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RESPJRUMETRIA Em illARBURG • CONSUMO DE OXIGtNJD (Em ffi!CROLITROS), POR 
TECIDO CEREBRAL, SOB OS TRATAMENTOS APLICADOS 

~s TE I 11 !li IV v VI VIl 
m 

15 24 22 19 41 28 37 39 

30 71 74 59 90 75 106 111 

45 99 107 85 110 105 152 157 

60 136 148 113 129 123 210 218 

75 179 195 145 150 188 270 277 

90 211 237 176 167 232 332 341 

105 237 266 198 180 260 375 386 

120 267 289 205 185 279 402 414 

135 287 321 224 199 312 445 458 

150 322 359 247 216 350 491 505 

165 360 398 268 234 387 541 561 

180 397 429 285 251 471 584 507 



TABELA XXXII 
ANIMAL NQ 5 - S~RIE A 
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RESPIROMETRIA EM WARBURG - CONSUMO DE OXJGtNIO (EM MICROLITR05), POR 
TECIDO CEREBRAL, SOB OS TRATAMENTOS APLICADOS 

~ T I li I !I IV v VI VII 
m 

15 38 25 24 26 32 31 38 

30 94 71 37 78 91 84 96 

45 144 113 54 117 138 128 146 

60 199 162 69 155 200 184 208 

75 248 202 84 211 252 235 257 

90 284 227 96 241 293 288 298 

105 335 366 107 285 344 317 349 

120 388 311 117 335 398 370 402 

135 436 352 129 382 449 418 453 

150 483 396 139 475 493 464 496 

165 524 476 150 
' 

457 535 503 :340 

180 571 462 161 499 583 546 590 



TABELA XXXIII 

ANIMAL NO 6 - S~RIE 8 
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RESPIROMETRIA EM WARBURG - CONSUMO DE OXIG~NIO (Em MICROL!TROS), POR 
TECIDO CEREBRAL, 508 OS TRATAMENTOS APLICADOS 

~ T I Jl !li IV v VI VII 

m 

15 19 26 24 29 133 36 38 

30 60 75 65 75 147 96 94 

45 98 117 146 120 175 148 146 

60 118 138 164 139 199 174 175 

75 153 183 201 181 235 226 226 

90 195 232 243 231 284 288 288 

105 232 278 282 279 326 348 346 

120 272 326 320 326 369 414 407 

135 314 373 363 375 415 475 467 

150 348 415 394 418 455 530 527 

165 387 460 426 478 499 599 592 

180 421 501 467 521 540 664 655 



TABELA XXXIV 
ANIMAL Nº 7 • SÉRIE 8 

-75-

RESPIROMETRIA EM illARBURG- CONSUMO DE OXIGENIO (Em MICROLJTROS), POR 
TECIDO CEREBRAL, SOB OS TRATAMENTOS APLICADOS 

~ T I ll III IV v VI VII 
m 

15 33 29 28 
I 

33 33 43 39 

30 79 67 51 89 77 87 84 
I 

45 114 103 96 133 121 134 132 

50 154 139 130 174 163 179 180 

75 193 171 166 222 205 226 226 

90 220 198 193 253 236 263 264 

105 257 236 224 307 277 312 326 

120 300 277 257 303 323 370 369 

135 340 313 288 425 377 432 475 

150 377 348 318 488 403 495 478 

165 396 365 335 562 425 530 509 
I 

180 428 399 366 617 469 595 i 569 



TABELA XXV 
ANIMAL NQ 8 - SÉRIE B 

RESPIROMETRIA [1!1 illARBURG - CONSUmo DE OX!G~N!O (Em m!CROLITROS), POR 
T[CIDD CEREBRAL, SOB OS TRATAMENTOS APLICADOS 

~ TE I li !li IV v VI VII 
mi -

15 32 22 21 21 29 31 22 

30 75 60 53 55 56 74 90 

45 121 105 92 93 106 113 147 

60 167 144 123 132 146 144 205 

75 212 190 158 173 181 192 261 

90 238 215 182 203 210 227 308 

105 283 260 218 244 254 276 370 

120 320 299 245 278 288 322 '•31 

135 356 340 272 318 327 370 486 

150 404 393 310 371 375 430 557 

165 439 435 338 416 410 460 623 

180 477 481 469 465 448 531 695 


