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1-INTRODUCED

A complexidade gue envolve os estudos sobre @  respiragéo
celular, nos organismos pluricelulares, se deve a um grands ndmero
de variaveis interrelacionadas. Este Fato dificulta a aplicabilidade
ganérica dos metodos de investigapao, obrigando o investigedor 2 so-
tudar a celula e suas relaptes com o grganismo, sempre em sSgUs  B5-
pectos particulares e especf?icos.

A Ci@ncia, & medida gue se desenvolve, fornesce as salugEeS
dos problemas parciais em relagho ao todo, cebends as especulagBes -
de ordem filosofico-cientifica a inteiragao global dos resultados,pz
ra a melhor compreensao o explicapfio biologica do ser vivao.

Os problemas inerentes a investigagdo e esclarecimento so-
bre a respiragao celular nos diferentes tecides, estdo entre os obje
tivos da binguimica,

Conseqlentemente, uma contribuig@o ao estude da influgncia
dos meios de suspensan, na respiracao de tecides animais “in vitro®,
& justificével, ainda pornue gste aspecto carece de melhores informa
pbes, como se depreende da prépria literatura especffica.

No presente trabalho se propBe estudar o consumo de oxigé-
nio "in vitro®, por fatias de ftecido nervoso (Cérebrm) de sulne -

o r
("Sus scrofa domesticus, Gray"), suspensas em SOro sapguineo  intee-

gral = sob diferentes condigoes rrtificialmente estabslscidas,
0 nimero da pesquisas nésse campo tem 3100 peguenn, prin-
cipalmente em relagao = SOrO sangufnao como melo de suspensac,
Quanto a Espécie animal que serviu de suporte biolégico pa
ra as investigagbes, shc poucos ps conhecimentos disponiveis relacig
nados com o problema ora focelizado. Devem ser salientadas as maio--
res possibilidades gue o meomo oferece, no sentide da obtengso de

soro em volumes suficientes para o aplicagfo dos diferentes tratamep
tos, pre-estabelecidos no plenejamento da pesguisa,
em tecidos

)

. L
de suino, AYRES (1) verificou gue diferentes tecidos, cerebro, massg

£m trabalho sObre determinapBes de QQQ 8 QD%N

ter e polpa dental, respiraram melhor, ou mais sficientemente quando
SUSPENS0S em solucdo tampao Krebs-Ringer-fosfato (39}, se comparados
%queles SUSPENSDS en s0rQ sanguinea hnméloga.

Na discussao do trabalho o autor sugeriu que,por apresen-
tar o soro senguineo maiores guantidades de particulas em solugdo -
e/ou em suspensio, permitiria menores possibilidades de oxigénegao -

g .. L . g »
(dissoluggo fisica do oxigenio), gque o sistema tampac Krebs-Ringer--



~f.
fnafato (39).

BACILA (*), enalisando os resultados nbtidos por AYRES (1),
sugeriy gue sem desprezar o aspepto ffsica~qufmico do probloms, ha-
veria uma possibilidade bioquimicag no soro talvez existisse um "Fa-
tor" inibitdrio ou regulador da respiragao dos tecidos gue se mani--
Festmsse, mesmo "in vitroY, como no caso presente.

Tentando esclarecsr os aspectos fisico & bicguimice do nro
blema, fol planejate & presente pesquisz, de tal maneira que, caso
existisse o "fator" regulador da respirapfo no sO0ru sanguineo, pos-
sivelmente seria determimada sua natureza, segundo a seguinie classi
ficagans

a) se de natureza proteinica;

b) se de netureza nzo prote{nica e nao ianica;

c) se de nmatureza ndo proteinica, porém idnica:

d) se de natureza cationica ligada 3 profeinass

e) se de condicionamento exclusivemente fisico.

Eate psquema fol integralmente dessnvolvido e constituiu-
s2 no que se dasignou SERIE A, com resultados préprias e bem caracte
rizados.

Em conseqﬁéncia dos resultados obtidos na SERIE A, estabe-
lecgu~se ume ssgunda stapa, SERIE B, para o prosseguimento da pesgui
88, 0O gue proporcionoy novos resultados, complementares.

A diferenga entre as duss series consistiu numa variaspan -
introduzide no meio de suspensio: diluigho dos soros tratados ou
nao, em solucfo tampio Krebs-Ringer-fosfato (39). Istn criou condi-
phes de svaliagso da intensidade de alteraptes de comportamento meta
holico do tecido mervoso {cortex cerebral), pelss variagoes fisico -
qufmicas introduzidas nos sdros sangufneos.

Como suplementag@o para a avallacao dos resultados, pesqul
got-se, finalmente, a influgniie das concentracac de Gxiggnio atmmsfé
rico no comportamento de fatiss de cortex cerebral suspensas em tam-

pao Krebs-Ringer-fostate (39).

(#} Observagan paessoal - 1965



@ - REVISED BIBLIGGRAFICA -

QUASTEL & WHEATLEY (32}, em 1932, estudaram a oxidagdo por
cerebro integral de cobeiss, ratos e camundongos, utilizando mepome-
tro de Barcroft. Ubservaram @ oxidagho de agUcares, de succirmbo ¢
a influéncia de iodoacetatn, em mein com pH igual a 7,40 e sob tempg
ratura de 37°C,

HIMWICH & NAHUM (23), em 1932, sstabelecsram o velor 1,00
para o quocliente raspiratério de tecido nervoso (cerebrc) de Cae5,9§
terminaram tambem gue 14 ml de oxiggnim gram consumidos por 100 mo
de cérebro, por minuto.

DIXON & WEYER (10), em 1536, trabalharam com homogeinizado
de ceérebro de ratos e verificaram gue fragoes de diferentes greas do
cortex apresentaram diferentes consumos de Dxiqénio em presengs  ds8
glicose. Verificaram ser maior a atividade res piratoria de cortex ce
rebral, gue de outras porgbes do cerebra.

CANZANELLI e coleboradores (7), em 1938, trabalhando  com
diferentes tecidos de rcobeias, determinaram gs efeitos produzidos -
por alteracbes de pH, sobre 0 consumo de oxigénio Yin vitro". Obser-
varam gue guando o meioc se tornouw mals alcalino, houve aumento no
QSZ de cersbro, estando o pH otimo entre 9,00 e 9,50. Nestes interva
los de pH, putros tecidos tornaram-se inativos (ngadss rins e tes-——
t{oculns). a

FIELD e colaboradores (16}, em 1944, estudando a consumo -
de oxigenio peor teecido cersbral de ratos adultos, verificaram que o©
40, foi constante por tres horas nas temperaturas de 0,20€ @ E?Dc,dé
minuindo apls ssse tempo 2 temperaturas de 40°cC,

FUHRMAN & FIED (18), om 1944, verificaram a infludnoia  de
haixas temperaturas, durante s preparagso de fatias de tecide, nos
gztudos de respiragmo "in vitro". Ficou demonstrado gue a temperatu-
ra do banho ngo aliera o comportamento do tecido cersbrel, desde qua
as variagbes figuem dentro de limites Fisiolégicms.

WORTIS (42), sm 1944, estudou o comportamento do tecido cg
rebral sob 8 infludneis do =0ro e ainda & reativagBo da oxidecio co-
rabral, Ubservouw gue apés um tempo de estabilizagao I":apirju3 a adipdn
e uma pequena quantidade de soro an meio de sus nersao, pramove ini-
higfo. Trabalhou com homogeinizade de corebro de rato, om tampio -
Kpehs-Ringer-fosfato pH 7,368 & solugde similar com 200 mg de glicose
per 100 ml.
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CLLIOT & HENRY (14), em 1946, estudaram o metsbolismo  de -

cerebro de ratos, sob baixa tensao de oxigenio, usando o tampzo Kreh

{3

RingeerO$Fatqwglicose como melo de suspensao. Observaram que a  re-
tupBo de tensiio de oxigenio, dentro de certos limites, nao aliszou o
rendimento respiratéria.

KREBS (25), em 1950, estudou os Fafbres que alteram a taxas
de respirageo de tecidos isolados, quando em diferentes meios de sug
pensin, baseados na compasiglo do plasma sangufnﬂae Observou uma re~
lagaao a cortex cerebral, gue o GGZ & mais elevado guando em melo s
suspensao isento de célciu, para todas as espécims animais estudadas,

BATS MOTO (28), em 1852, determinou a influéneia de  ions
g de glicose sobre @ ativideds de cortex cerehral de cowlhos, empre-
gando a menometris de Warburg e tempac Krebs-Ringer-fosfato coma -
meio de suspensan.

GEIGER e colaboradores (20), em 1954, com axperimentos de
parfuago, Uasnnoo Fra;ges sangufneas ng sistema e suspan@ﬁﬂ, patuda.
ram cerebro em relagBo ao consumo de glicoss e velocidade de utiliza
cAn, VYerificaram gue ha perde de habilidade para o consumo de glico-
se, Explicaram o fato sugerindo & poessibilidade da ausencia de  al-
pum fator, componente do sangus totsl,

LGALLAGHER & colaboradores (19), em 1956, observaram a agdo
patimulante do calclo, na utilizacBo de citratn, durante a oxidacfo
de glicose, por mitochndria de cérebro de ratos e nor gutros tecldos,

TAKAGAKL e colazboradores (36}, em 1958, trabalharam dali
fatims de cerebro de cobalas em tampac Krehs-Ringer-fosfate gH 7,00,
estudando o ofeite de alguns inibldores do metabolismo,

YABA & FOLBERE (40), em 1958, publicesram ectudos sdbre o
matabol ismo endﬁgemm de fatias de cGrtex cerebrel de cobaias, Usaram
como meio ds susponsan o tempao Krebs-Ringer-~fosfato o empregarsm &
reapirpmetris de Warburg,

OYARCANGELD (8), em 1953, empregou o tratamento com eatrep
tomicina e di-hidroestreptomicina no estudo do consume de oxigénioc -
nor homogelinizade de cérshro de rata.

AYRES (1), em 196%), pesquisou a atividade respiretdria de
tecidos de suino (masséter, cérebro e polpa dental), definide em tér
05 o Gﬂz e QGéNJ, atraves da respirometria de Warburg, sendo 9}
ritronenio dos tecidos, dosedo pelo metodo micro-K jeldahl, Cetudou -
pntre outros aspectos, as cansequénmiaﬁ dps variagoes relativas a ng

~ -~ £ ~ N
tureza do melo de suspensaov (5oru sanguinen e tampao Krebs-Hinger- -
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fosfate) & do teor de oxigenio das atmosferas dos:oistefds (stmnsfe-
ra ambiente e atmosfera contendo 50% de oxigenio),

Observou gust

a - serebro apresentou atividede respiratéria major que
masséter e masseber maior gue polpa dental.

b - tampdo Krebs-Ringer-fosfato, paras pH 7,40, fol sempre
melhor meic de suspensao comparsdo ag 50T 0 sangu{nem -
homélugwa

¢ - maior tensio parcisl de oxig%mio na atmosfers dos sig-
temas em Warburg faverecem a atividade de massster e
cerebro.

e

d - as atividades dos tecides nao sofreram alterapgbes por
acao de metabolismo migroblano, ate trés horas de res-
pirometria,

e - finalmente, em sugestBo conclusiva, fér referénciss »
influgncia de fatores fisico-guimicos inerentes ao sb-
ro sanguineo, como limitantes da atividade respiratém—
ria dos tecidos "in vitrao®.

DRAHOTA e colaboradores (12), em 1965, estudando faties de
cerebro de ratos jovens e atultos, verificaram gue o aceto-acetato -
determinou aumento do consumo de oxigenio, mais sficazmente em ratos
jovens gue esm adultos,

THANGAWANI (38), em 1965, estudou cortex de cérebro de co-
baias, verificando os efeitos da acetalamids e ions de célcio, sobre
s respiragdo.

MENDELSON & colaboradores {(30), em 1965, estudaram o sfei-
to do magnésio no metabolismo de cerebro isolado de ratos, ndo detec
tando interferencias na sustncia de magnésiG,

DUCET (13), em 196%, publicou trabalho onde discutiu £
problema dz difusao do exigénio em microrganismos e em tecidos ani-
mal e vegetal, Cite que a difusdo intra-celular ¢ inferior a difusdo
na agua.

D7 2YY 8 colaboradores (9), em 1966, determineram o cél -
cio totsl e o calcio livre em sdro de porco. Us resultados indicaram
um alto niuelg tanto para caleio livre (19% do caleio total), como -
para calcio total,

SKOLNIK & colaboradores (35), am 1966, estudaram o consuno
de oxigénio por fatias de cortex cerebral e outros tecidos de ratos,
sm condigoes de hipéxia. Determinaram gue o consumo de axig%nio {E—m
los tecidos estudados, & diretamente proporeional an logarftmc da

# - .
ronteaudo de oxigenio na mistura de gases.
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KOZAWA & NAITO (26), em 1966, estudaram o sfeito do  sddio,
patéssio e calcio no metabolismo de Fatias de cortex cerebral de ra-
to, com e sem estimulagao elétrica? verificando que a retiradd de
caleio do meio aumenta a atividade, com aumento da produpBo de acido
latico,

FUGENIA & colaboradores (15), em 1967, estudaram a ioflufp
cia do pH na respiragac e glicélise de fatias de cérsbro de ratog,ve
rificando que @ pH 7,40 a respiragac foi mais intenaa.

TAKRGAKI (37), em 1968, krabalhando com fatias de cortex -
carebral de cobajas, verificou a influéneia do calclio nos intarmedié
rivs glicoliticos,

KADRU & ARIMATSU (24}, em 1968, verificaram o comportamen-
to de fatias de cortex cerebral suspensas em tampao Krehs-Ringer-fog
fato isento de célcio, evidenciando incremento da respiragso sem au-
mento da formacao de acide léticog O gue ocorre com adig@o de exces-
st e putésaio. Verificaram ainda gue fose efeito @ reversivel e so-
mente ocorre ¢ glicose e piruveto, ndo occorrentlo com succinato,

MATSUMOTO & colahoradores (29), em 1868, trabalharam som
fatias de cortex cerchral eobssvvaram fue o oONnsumo oe Dxiggnia do
ar atmosferico e préticamente constante, mesmo variando o teor da
Fosfato. Ainda, ohservaram gue as variscgOes de pH sao significantes,
em auséncia de fosfato, quando ent3o o consumo de glicose foi dimingi
do, havendo menor produclo de acido latico.

SAVOV (34), em 1968, determinou em sOro sanguinen de por--
cos, fragfes individusis do célcim, fFosforo e proteinas.

FRIEDEL & KLIGHE (17), em 1968, trabalharam com cBes anes-
tesiados e verificaram que » administracBo de EDTA resultava decres-
cimo do calcin sérice e aumento da atividade muscular,

RUDGERS e colaboradores (33), em 1963, estudaram o comporia
mento de fatias de cortex cersbral = de outros tecidos, em pressnga
de nitrmganin,hélio & hidrm@ﬁnio: discutiram & possibilidade de pe-
quenas alteragoes na pr&ssﬁﬂ parcial cdsg mxigénim, alteraTem o consu-

ma ge oxiwoenio,
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% - WATERIAL E METODO

3.1 -~ MATERIAL

0 tecido cerebral de suino foi estudado em duas séries dig
tintas., £sss divisdo fol adotada, considerando-se um critério basea-
do nos meios de suspensfn,

Na serie A foram utilizedos cinco animeie ¢ na serie B -

-~ ’ ; - o PO . : 4 .
tres; numero de animais suficisnts sob o ponto de vista estatistico.

3.1.1 - Obtengao dos snimais

Cuidou~se de obter sempre animals de sproximademente dois
anos de idade, abstidos por sangria, seqguidea de decepacan da cebegs
g remogan da pele. Em seqguida as cabegas foram trenspeortadas para o
laboratério, onde as caixas craneanas Foram abertas com auxilio  de
serra manual e retirados os hemisférios cersbrais.

Foram coletados volumes de sangue (sempre do respectivo a-
nimall, suficientes para mbteng%m dos sara, e iria servir como -
meio de suspenséc, conforme o esquema experimentzl {obtengBo do soro

homologo).

3.1.2 - UbtencRo dos fatians de tecido

As aress centrais dos cortex parietals dos hemisfarios ce-
rebrais, foram sempre as utilizadas para a obtengdo das fetias, de -
espessuras dentro dos limites indicados por AYRES (1) PAUL (31) e.
por meio de tesourm cirlrgica, AYRES (1).

0 material foi mentido sempre mergulhado no S0T0 reepaecti-
vo {segundo o esguema experimental), sendo inclusive lavado no soro,
com a finalidade de se eliminar o maior POMEDO puag{vel de hemacias,
Az lavagens (trés nges) foram efetundas por simples ressuspensao  ©
decantacian, vertendo-ss o frasco, desprezando-se o sobrenadante,

A temperatura de 28,5°C, AYRES (1), foi mentida durante o
processamento das fatias,

A gquantidade de tecido (0,90 ml de massa Umida), foi medi-
da &m peguenas oolheres de plésticn nerfuradas, pare escoamento go

r

2 -
Liguideo de lavagem {soro correspondanta).
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3.1.3 - Meios de suspensan

hd n a > - A
Basicamente, segundo o objetivo da pesquisa, o s0ro  san-
! N PR . . - '
guineo fol wtilizado como meic de suspensao, tendo sofrido alguns -

processamentos gue receberam as seguintes denominacgoes:

SERIE A

I - Soro humélaga
11 - S5ore hateréloga

111 - Soro dialisado
Iy

Rl -
V -~ Soro citretado

Soro oxalatado

i

VI - S0ro com EDTA (acide etileno-diamino-tetre-scético)
VTl

50r0 precipitado,
SERIE B

Na séris B foram utilizados os mesmos meios de SUSPANEDD -
da serie A, parém diluidos em solugho tampéo Krebs-Ringer~fosfeto,na
proporgio de 20% de sorc tratado e BOY de solugBo tamp3p, apresenta-
da em UMBREIT e coleboradores {39). A solugBo tampBo fol preperada -
para nH 7,40, eegundo AYRES (1),

Bs sorns hmmélogas foram obtidos apés coagulagio do sangue
seguide de centrifugacio s 10,000 rpm, durante 5 minutos, sempre -
tilizande-se de sangue nao hemolisado,

0s sbros heterologos foram obtidos de mesme forma, sendo -
puardados em congelador o ~57C, Ds acondicicramentos dos sAros  can-

4 » * *
guinecs foram feitos em frascos plasticos,

~ - -
3.1.,4 - Preparac®o dos soros modificados

%.1.4,1 ~ Preparacso do soro dinlisadoi- 50 ml de sBr0

integral foram acondicionacdos sm sacos esa@cfficms para diéliﬁe? Que
se processou entre o S0 0 sangufneg integral s tampzo fosfato O,001H
pH 7,40, por 24 horas, com troca da solucBo tampBo apos 10 horas de
dialise.

A didlise foi realisada = temperatura de 4089 sob agitaghn

~ ~ . - 4 >
mecanica, Apos 24 horas foram medidos os volumss finals contidos nos
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saguinhos de dialise, os quais atingiram em media 61 ml. Os valores
oe pH foram determinados potenciometricemente (Tabels XI11), 0 mete-
5 3 * L » ) 13
rial fol igualmente scondicionado em frasco plastico & conservado om

LY
congelador a temperatura de -57¢,

%,1.4,2 ~ PreparacBo do soro oxelatada:- 100 iiint de

cristais de oxalato de potéssia foram adicionados a cads 140 ml de
SOT0 sangufneo "in ratura", seguindo-se agitagfo, centrifugagio &
10,000 rpm, durante 5 minufos, acondicionamento do sobrenadante  em
frasco pléstico @ conservagao em rcongelador é'temperatura de -5"C.0s

- h "
valores de pH foram determinedos potenciometricamente {Tabela XIII),

%, 1,4.% ~ Preparacdo do soro citratados~ 100 me de

cristais de citrato de sodio Forem adicionados a cada 100 ml de soro
aangufneo "in natura®, seguindo-se agitagro, centrifugacao a 10.000

rpm, durante b minutos, ascondicionsmsnto em frasco pléstico € CONSer
vagao em congelador % tomperature de ~5°C, Os valores de p Foram de

terminados potenciometricamente {Tabela XIII),
p

3,1.4.4 ~ Preparagio do sorg com EDTAs- 100 mg de

cristais de ecido etilsno-diamino-tetra-acetico (EDTA) foram adicio-
nados a cada 100 ml de soro sanguinso "in nature", seguindo-se agita
cao, centrifugesao a 10,800 rpm, durante S minutos, acondicionamento
¢o sobrenadante em frasco plﬁstico & consarvepas em congelador a tem
paratura de -59C, 0s valores de pH foram determinados patenciamétri—
camente {Tabela XIII),

- - . a
3,1.4.5 -~ Preparapso dos soros precipltadoss- 200 ml

»~ 03 El s - {j >
de sorg integral Toram aguecidos o BO7C durante 15 minutos. U mate--
rial fol em ssgulda pentrifugado, sendo o sobrenadante recolhido, a-
. ' 0
condicionado em frasco plastico e guardado em congelador a ~5C. Os

. .\ £ P . bl - 4 “
valorgs deo pH stinnidos apog & precipitagac foram medidos potencioms

g [} *
tricamente (Tabelm XII1), Amostras de sbros desproteinizados forsm -
M 1 » B » » s
submelides a uarlflcaggm das extensoes das desproteinizagoss conss--
. rs
quidas, pelos testes do biursto (2) e do alcool absoluto (3). Obser-

r _f . ~
vou-se gue fol eliminado todo o conteudo proteinico do sora,



3,2 - FETO0D

3.2.1 -~ Esguema das experimentaces:

SERIE A - Animais n® 1, 2, 3, 4 e 5.

SERIE B -

31
’ .
jamento estatistico:

SERTE A -

SERIE 8 -

Tecidos~ cérebro

Meins de suspensios- soro homologe (I), sdro heterologo -
(11}, sOro dialisado (II1), soro oxalatado {IV), s0ro ci--
tratado {V), sore com EDTA {VI) e soro precipitado nelo
calor {VII}.

Atmosfera ambients

Animais n® 6, 7 & 8,

Tecido:~ cérebro

Meins de suspensans~ soro homologo diluide (1), soro hobe-
rologo gilufdo (I1), sbro dialisado diluido (111}, soro -
oxalatado diluido (IV), soro citratado diluide (V), soro
oxalatade dilufde {IV), soro citratado dilufda (V), soro -
com EOTA dilufdo (VI) e sOro precipitado dilufde {(VII).

Atmosferas amhiasnte.,

Desiqnapbes para os tratamentos aplicados segundo o plane-

Blocoe ap apasar animais 1, 2, 3, 4 & D
Tratamentoss

I Cérebro + soro homologo
11 Cérebro
111 Cérebro
IV Carebro
v Cérehro
Vi Cerebro
VIl Cérsbro

Blocos ao acasoi- animais 6, 7 8 8.

g

s0ro het@réioga

80T hateréluga dialisado
50U heterélaga oxalatada
SOT 0 heteréloga citratado

sOro heterélmgo com EDTA

T N X

soro heterolugo precipitads

Tratamentos:
I férebro + s6ro homélogo diluido
11 Cérebro + sOro heterélago diluido

111 Cérebro + soro hetardlege dialisado, diluido
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IV Cérebro 2 sbro ﬁeterélogm oxalatado, diluido
Y Cerehro + sOro heterélogo citratado, diluido
Vi Cérebro + s0ro heterclogo com EDTA, dilufde
Vil Cersbro + stro heteréiagu precipitado, diluido

3.2.,2 ~ Sistemas estebelecidos para a respirometris

B respirometria fol pelo metodo direto de Warburg (39),es5~

tabelecendo-se para tento, os seguintes sistemas:

SERIE A - Sistemas de 1 a YIle

volume do meio D& SUSDENSAD creesessasescanasanas 2,50 ml
volume da massa (fatiac de tecid0) seeesvooeearss 0,30 ml
volume de KOH @ 20% .oveinnvoncersvovoncrsvoncnes 0,20 ml
volume FInal sesessserorsvenvsososansceosrsasonase Jg70 Ml
fase gasosar ar atmosferico ambients,

temperaturas- 38,505

tempo de equilibrior- 10 minutos

agitagbes;~ 80 ciclos por mirmuto

Observagao:- os diferentes meios de suspensap utilirzados -
4 L 3 +
foram os correspondentes zos diferentes tratamentos de serie A, citn

uoa em 3,2.1..

SERIE B - SISTEMAS DE I & VII

volume oo Meio 6 SUSPENSE0 wesecnsorerssssansese 2,00 ml

volume da massa (Fatizs de tecido) cievessacscsss 0,90 ml
volume de KOH a 20% vuvesocvonsansnossossssnnnans 0,20 ml
VoIume Final secssnervsccnessroncasscrsvsooannaas Sy70 Ml
fase gasosai~ ar atmosferico ambiente

temperaturas- SH,SDC

tempo de equilibrioi- 10 minutos

agitagoes:~ BO ciclos por minuto

Obeervacac:~ Us diferentes meios de suspensan utilizados -
1} A bl a r
foram os correspondentes aos diferentes tratamentos de seris B,cita-

dos om 3.2.1..
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3.2.3 - Us intsrvalos de tempo decorridos entre o abate dos a-
s s s . .

nimals & o inicio dag leituras em Warburg, oscilarvam -

entre 90 ¢ 100 minutos,

3.2.4 - Rs leituras foram executadas & intervalos de 15 minu--
tos num total de trés horas, Apenas na primaira expe--
riéncia, as intervelos foram de 10 minutos, o gue le-
vou a permitir, fossem as demals leituras, feitas em

intervalons maiores,

3.2.5 - Determinacoes complementares:

L Apos as tres horas de respiromstria em Warburg, cads siste
ma foi submetido ao seguinte processamento;-

1 - Retirada do papel de filtro embebido sm KOH a 209, por
meio de pinpa e sucgAo em bomba de vacug, do aleali -
restante, sendo o popo central lavado duas vezes, com
égua destilada.

2 - Transferéncia quantitativa do conteldo dos frascos de
Warburg para tubos de centri?uqa¢

Centrifugspao poar 5 min 2 10,000 rpm.

.3
H

4 - Determinagio dos valores de pH Pineis dos l{quidos so-
brenadantes (m&ima de suSpensan).

5 - Ressuspensbes por tres uézes, do material centrifuga-
do (fatias do tecida)}, em KCI 0,154 M, seguidas das -
centrifugagbes respectivas,

& - Transferéncias dos materieis depositados, apos a Glti-
ma centrifugagdo, pars cadinhos de porcelana, préui&~~

mente tarados, psrs determinamcio dos massas secas,

5,2.5.1 ~ Determinacso dag massos Secas

As doterminagtes des massas secas obedecsram acs criterios

£ " a
clasaicos B usuals.

%,2.8.2 - Doterminapio dos vaelores de pH iniciais dos

meins de susSPHensan

’ . " .
fipos as centrifugacoes e coletas descritas sm 3.1.4, os
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. " I3 ar > * L3
sobrenadantes forsm submetidos e determinagas potenciometrica afz]
seus valores de pH, o mesmo acontecendo com o s0ro dialisado, apéS 0

nrocessamentns da dislise,

3.2,5,3 - Determinacdp dos valores de pH dos meios de

suspensan agos @ respirometris

4 o el ' ™
Apos & centrifugagaoc citada em 3,2.5.3, o0s sobrenadantes fp
- . ~ - 4 .
ram recolhidos pars determinagoes potsnciometricas dos valores ae

pH de cade sobrenadante,

. o & + . F.a
3.72.5,4 « Determinapso do conteudo om calcio dos soros

4
sghiguiness

iy ! . .
Amostras dos soros sanguineos integrais e tratados foram -

. . ¢ . ! : 3
submetidas a dosagens de calcin por metodo permanganometrico (47,

3.2.5.5 - Experimento complementar - animal n® 9

Experimento complementar visando relacionar as tros oftua-
gﬁas relativas & dindmica do trénsporta de oxigenio gasnso entre at-~
mosfers, melo 1iquida de suspenaso e tecidos em metabolismo a&rébicag
fni realizado nas seguintes condigpes:

n) Sistema:

volume do meln di SUSPENSED ..sscvsessessvrrvsorae 2500 ML

volume da massa (Fatias o8 tECIO0) sssseenssessaeas 0,50 ml

volume de KOH 8 200 v.cesenseesnsnssoesosassaosass 0,20 ml

yoLume FIinal coevevanssrocacessnonossansvovesassoe oz i) Ml

temperaturas - SB,SDC

tempo de eguilibrios- 10 minutos

agitagOest~ A0 ciclos por minuto

b) TensOes parciais de nxigénio nas atmosferas de trabalho
em Werburg: 209, 5%, S50%, 65%, B5% e 100%.

Nos demeis aspectos referentes 2 raspirometria, Toram seme

o N . - .
pro segUidas as condigoes experimentais ja descritas,



4 - RESULTADOS

Os resultados das observapdes respirometricas (consumo do
mxig@nio; em micralitros), da pesguisa & do exporimento somplementar,
estBo aprasentados em apeéndice.

Us resultados das relagbss entre consumo de oxigenic o mas

sa seca dos tecidas(ﬁﬁz em sentido restrito de definigé@o ass 60 nmin

[z

tos = em sentido amplo nos difersntes intervalos de tempos considerm
dog), bem como das determinagdes des massas s%cas, dos valores de
pH iniclais e finails dos sistames utilizados em Uarburg, dos dados -
controles da dialise © teores de calcio nos soros sanguimeosy entano
aprosentados em tabelas, permitinde melhor disposigzo dos mEsnos,

Nas tabelas I, II, III, IV, V, VI, VII e VIII estzo sapre-
sentadas, respectivamente, as relapOes entre copsumo de oxigénic 73
massa seca de cada tecido correspongente, pars todes ns tratamentos
aplicados aps tecidos dos olto animals, das duas séries de pasquisa.

Nes tabelas IX e X estZo apresentados os valores de 802, -
correspondentes as duas séries da pesguisa, isolados das tabelas 1 o
VIII, os quais foram submetidos sos tratementos de anslise estat{sti
T8

Nas tabelss XI & XII figuram os velores encontrados para -
a8 mMassas s@caa, correspondentes as massas Umidas dos tecidos coloca
dos em Warhurg & relativas #is dums serics da pesquisa. s valoros ex
postos nestas tabelas, relacionados %queles apresentados em apendice
(tabelas XXVIII a XXXV} permitiram @ determinagdc dos valores figursg
dos nas tabelas de ntmere I a VIIT e IX & X.

As figuras 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ¢ 8 mostram curvas analiti-
cas, delineadas sob mesma escala, possibilitando a visualizegao gréw
Fica de intensidsde, velocidade e eficiencie des atividades respira-
torias das fatizs de tecide nervoso (cértex cerebral), colocadnsg  om
Uarburg, sob diferentes trotementos, correspondentes a5 dums series
da pesqulisa,

A Figura 9 mostra 8 curva anelitica tracada a partic dos
resultados do sxperimento respirométrico complementar, evidenciando
gr%ficamente ¢ comportamento do tecido nervoso (cértex cerebral) ~-
frents a diferentes tensoes de cxig@nio atmos?éricog durante a reaspi™

romatria.
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Na tabels XIII estBo apresentados os valores de pH determi
nados pmtenciom%tricament@, nos meios de suspensdo QUe compuseran os
sistemas utilivados om WErburg, antes da respirometria & correspon--
dentes 2s dums séries da pesguisa.

As taobelas XIV e XV apresentam os veleres de pH, inualmen-
te determinados potencimmétricamsﬁta, nos meios de suspenszao gue con
puseram os sistemas utilizados sm Uarburg, apée g respirometria &
correspondentes as duas séries da pesguisa,

Na tabela XVI figurem os dados correspondentss ao controle
do processo de dialisapBo a que foram submetidas amostras de sdro -
sanguineo, apos o que serviram come meio de suspensac em sistemas eg
tabelecidos em Warburg {tratamento [1I da serie R e III da serio B).

A tabele XVII apresenta os vesultmdos de observapdes afo-
tuadas no sentido de se aclarar as condicoas ionicas dos meios e
suspensao utilizados em Warburg, mostrando esp@cificamente os teores
de calcio nos soros aanguineas.

Na tahbela XVIII sstio os valores de QGZ correspondoentes -

ag experimento complementar.



TABELA

QQQ PARA CORTEX LEREBRAL, DO ANIMAL 1, EM RELACRO AD TEMPD E SOB DI-

FERENTES TRATAMENTOS

TERPG TRATAMENT O S
£
RINUTOS i 11 111 1y i VI VII
30 1,49 0,51 0,57 0, 46 0,47 0,48 0,49
60 1,03 1,09 1,19 1,00 0,95 1,05 1,04
90 1,40 1,53 1,60 1,45 1,37 1,50 1,52
120 1,87 1,95 1,98 1,91 1,75 1,38 1,92
150 2,27 1,95 2,43 2,33 2,13 2,36 7539
180 2,70 2,39 2,86 2,72 2,65 2,82 2,86
ol
TABELA 11
40, PARA CORTEX CEREBRAL, DO ANIMAL 2, EfM RELACKO AQ TENMPD E SOB DI
FERENTES TRATAMENTOS
TEMPO TRATAMENTODS
E#

MINUTOS I 11 111 1y y VI Y11
30 1,31 1,15 1,59 0,79 0,89 1,39 1,10
60 2,59 2,19 7,21 1,59 1,60 2,20 2,26
a0 3,60 7,08 4,49 2,26 240 3,16 3,14

120 4,49 3, B4 5,64 2,79 2,95 4403 3,90
150 5,44 4,70 6,79 %, 45 3,64 4,01 4,77
180 6,43 5,61 8,0t 4,14 4,41 i, 07 5,78




TABELA TIT
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ng PARA CORTEX CEREBRAL DO ANIWAL 3, €M RELACKD AD TEMRO £ 508 DI-

FERENTES TRATAMENTOS

TEMPO TRATAMENTOS
£
MINUTOS 11 111 1y y VI VII
30 1,061 1,300 1,721 1,730 1,17/  0,81] 1,49
60 2,24\ 2,81 3,420 3,37 2,050 2,071 3,21
90 3,930 4,230 4,950 4,970 3,440 2,790 4,74
120 4,33] 8,63 6,430 6,21 3,020 4,01 6,43
150 5,390 7,21} 7,070 7,610 5,490 4,511 7,88
180 6,18/ 8,101 9,140 8,48] 5,640 5,82] 9,63
TABELA IV

00, PARA CORTEY CEREBRAL DO ANIWAL 4, Ef RELACED AG TEMPO E SOB DI-

FERENTES TRATAMENTOS

TEMPO TRATAMENTOS
mIMS?US 11 111 TV Y VI VII
30 0,741 0,621 0,520 1,07 0,75 0,82 0,62
60 1,401 1,24! 1,01 1,60 1,44{ 1,83 1,22
90 2,171 1,880 1,870 2,170 2,330 2,88l 1,90
120 2,731 2,43] 1,831 2,44 2,82 3,11} 2,31
160 3,310 %,02] 2,21 2,89 3,52 3,79] 2,82
180 5,221 4,690 2,160 4,21 5,80 5,860 4,36
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TABELA V
QQQ PARA CORTEX CEREBRAL DO ANIMAL 5, EM RELACKO AC TEMPQ E 508 DI-
FERENTES TRATAMENTOS

TEMPO TRATAMENTOS

mzmi?as I 11 111 Ty y VI VIl
i 0,890 0,82| 0,44\ 0,581 0,721 0,87 0,80
60 1,880 1,8%] o,82] 1,1s]  1,58]  1,48] 1,7%
50 2,690 2,650 1,14] 1,79] 2,331 2,30] 2,50

120 3,67| 3,63 1,38)  2,80| 3,17 2,97 3,38
150 4,561  4,56] 1,64 3,17 3,92] 3,730 4,17
180 5,400 5,390 1,921 3,731 4,64 4,39 4,96

TABELA VI
ng PARA CORTEX CEREBRAL DO ANIMAL 6, EM RELACAOD AD TEMPG E 508 DI-
FERENTES TRATAHENTOS

TEWMRD TRATAMENTOS

MINiﬁﬁﬁ 1 11 111 v i Y1 Vil
30 3,01 0,67 0,71 3,51 1,17 0,83 (1,58
60 1,50 1,26 1,86 1,04 1,56 0,57 1,11
ad 1,65 2,10 24556 L, 70 2,24 i,61 1,82
120 2,31 2,80 3,60 2,44 2,88 2,32 2557
180 2,86 3,77 4,40 3,13 3e85 24060 Ge 33
180 3,08 4,50 5,22 3,080 4,21 3,72 4ela




TABLLA VIT
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ggz PARA CORTEX CEREBRAL DO ANIMAL 7, EM RELACAD AD TEMPO E 508 DI~

FERENTEDS TRATAMENTOS

TEMPD TRATAMENTOS
mzmﬁ?os I i1 I11 1V y VI VIl
30 0,88, 0,87, 0,48 0,95 0,89] 0,68 1,03
60 1,730 1,390 1,160 1,770 1,44l 1,42] 2,21
90 2,460 1,980 1,721 2,86 2,12] 2,08/ 3,25
120 3,370 2,770 2,280 3,590 2,330 2,33 4,54
150 4,231 3,480 2,84{ 4,84 3,610 3,910 5,80
180 4,801 4,000 3,27, 6,200 4,21 4,71 7,01
TABELA VIII
40, PARA CORTEX CEREBRAL DO ANIAL 8, EN RELACKD AO TEWPO E SOB DI-
FERENTES TRATANMENTOS
TEMPD TRATAMENTOS
mzmi?as I 11 111 1y V Vi VIl
30 n,67f 0,73 0,53 0,5 0,70, 0,61 0,83
60 1,500 1,771 1.64] 1,33 1,55 1,200 1,890
50 2,150 2,650  2,44| 2,04] 2,24] 1,88] 2,84
120 2,89 2,68] 3,29 2,80 3,07) 2,68 3,0
150 7,651 4,860 4,14] 3,731 3,99] 3,570 5,14
180 4,%21 5,911 4,941 4,87 4,781 4,42 6,38




TABELA IX

SERIC A

80, FUNDANENTAIS PARA A ANALISE ESTATISTICA
ANIMATS 1 2 3 4 5

TR&TAWENT&E““‘Ww«EEfﬁf%_ 60 | 120) 180f 50 | 120| 180 60 | 120| 180] 60 | 120] 180| 60 | 120] 1eo
i 1,0%1,87(2,7012,594,45|5,43| 2,24|4,33]5, 18] 1,40] 2,73 4,03]1,88| 3, 67| 5, 40

17 1,09}1,95)2,392,1513,84|5,61] 2,815,683 |8,10{ 1,24]2,43]3,61|1,89]3,63] 5, 39

111 1,19(1,98|2,86 3,21 5,648,061 1,89 3,56 (5,13} 1,01|1,83|2,55]0,82|1,39]1, 92

1y 1,00{1,91{2,72 {1,59{2,7914,143,37|6,21 |8, 480 1,6012,441{3,40|1,15|2,50!3, 73

v 0,95{1,75|1,96 |1,69|2,95|4,4112,05 |3,92|5,64]1,44 |2,82 4,24 1,593,174, 64

VI 1,05|1,9812,82 [2,20 [4,03]6,07|2,07 |4,01 |5,82| 1,63 |1,11 [4,52 |1, 48 |2, 97 4,29

Vi 1,0411,92{2,86 |2,26 [3,90 |5,78|3,21 {6,453 |9,63|1,22 (2,31 |3,39 |1, 75 3, 38 |4, 56

A



TAGELA

Ml

SERIE

a0, FUNDAFENTAIS PARR A AN

——— ANTEATS 6 7 -

RATAmENTGS T T?f?ﬁigl 56 | 120 180 | &3 | 120 180 | e 120 | 180
1 1,00 | 2,31 | 3,88 | 1,73 | 3,47 | 4,80 | 1,50 | 2,85 | 4,32
11 12326 172,96 124,85 | 1,39 | 2,77 1 4,00 | 1,77 | 2,44 | 5,91
111 1,86 | 3,60 | 5,22 | 1,16 | 2,29 | 3,26 | 1,64 | 3,29 | 4,94
1V 1,96 | 2,44 | 3,00 { 1,77 | 3,59 | 6,20 | 1,33 | 2,80 | 4,87
v 1,56 | 2,88 | 4,21 | 1,44 | 2,90 | 4,21 | 1,56 | 3,07 | 4,78
VI 0,57 | 2,32 | 3,72 1 1,42 | 2,93 | 4,71 | 1,20 | 2,68 | 4,42
Vi1 1,10 | 2,57 ¢ 4,14 | 2,21 | 4,84 | 7,001 | 1,89 | 3,98 { 6,38

5

..Z)Z.‘...
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TABELA XI
MASSAS SECAS DO TECIDO COLUCADAS Ef WARBURG (EN MILIGRANAS)
SERIE A
- ANITATS
T 1 ? 3 4 5
TRATAMENTOS
I 164,1 84,9 | 102,3 98,0 | 107,1
I1 165, 5 82,5 81,5 | 118,9 85,7
111 149,73 62,1 77,3 | 111,7 85, 4
1y 147,8 | 105,79 89,8 79,9 | 133,9
y 171,8 98,4 | 11B,1 99,6 | 125,3
Vi 155, 4 62,0 | 134,72 | 129,7 | 124,4
VII 156, 4 82,7 | 100,8 | 179,0 | 118,9
TABELA K11
MASSAS SECAS DO TECIDO COLOCADAS EN WARBURG (EM MILIGRANAS)
T ANTHATS
- \ £ 7 8
TRATAMENTOS .
I 117,5 89,1 110, 5
11 112,1 99,8 81,4
111 50,1 | 111,5 74,8
Iy 133,6 | 100, 99,7
134,64 | 112,2 9%, 9
VI 178,75 | 126,3 120, 2
VIT 158,2 81,7 108, 5
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FIG., 1 - ANIMAL no 1 - SFRIE A
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FIG. 2 - ANIMAL 2 - SERIE &
q0, DE CORTEX CEREBRAL -
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FIG, 3 -~ ANIMAL Ne 3 . SERIE &
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FIG, 4 - ANIMAL Ne 4 - SERIE A
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FIG. 6 - AMIMAL N& 6 - SERIE B -4~
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FIG. 7 - ANIMAL N2 7 - SERIE 9
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FIG, § - ANIMAL N& B - SERIE B
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FIG. 9 ~ ANIMAL NO O -
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TABELA XITI
VALORES INICTALIS DE oH DBTIDOS DOS SISTEMAS UTILIZADOS Cf

WARBURG
TRATAMENTOS SERIE A SFRIE B
I - 7,70 7,40
11 S -
II1 7,50 7,40
IV 7,70 7,60
y 7,70 - 7,65
VI 7,70 7,55
VIl 7,70 7, 40




TABELA XIV
VALORES FINAIS DE pH  OBTIDOS DOS SISTEMAS UTILIZADOS £M WARBUAG
SERIE A
T ANIMAIS
M\M“““NNNMMNM 1 2 | 3 4 5 |MEDIAS
TRATARENTOS ~—
I 7,80 7,75 | 7,90 1 7,60 | 7,15 | 7,640
I 7,70 | 7,65 | 7,80 | 7,15 | 6,80 | 7,450
111 7,25 | 7,50 1 7,15 | 6,20 | 6,15 | 6,850
v 7,85 1 7,80 | 7,80 | 8,45 | 8,35 | B,070
y 7,65 | 7,95 | 7,75 | 8,25 | 8,20 | 7,960
VI 7,45 1 7,60 V 7,35 | 8,00 | 8,30 1 7,720
yII 8,00 { 8,00 | 8,00 { 7,00 | 7,10 | 7,520
TABELS XV
VALORES FINAIS DE oH OBTIDOS DOS SISTEMAS UTILIZADDS EM WARBURG
SERIE B
ANTWATS
6 7 A MEDIAS
TRATANENTGS -
I 7,08 7,10 7,30 ,150
11 7,35 7,20 7,30 ,28%
111 7,00 6,85 7,10 6,083
IV 7,20 7,40 7,30 7, 300
y 7,80 7,40 7,40 7,533
VI 7,40 7,55 7,20 7,483
VII 7,40 7,65 7,40 | 7,483
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TABELA XVI
VARIAGKO DE VOLUME £ VALOR DE pH DO SORD SANGUINEQ INTEGRAL APOS
DIALISE CONTRA TAMPAC FOSFATO 0,001 M, pH 7,40

MEDIA DDS VOLUMES MEDIA DOS VOLUMES MEDIA D0OS VALORES
INICIAIS EM m] FINALS Ef ml | 0F pH apGs DIALISE
&n 61,33 7,50
TABELA xVII

DUSAGEM DE CALCIO NOS 30R0S SANGUINEDS INTLORAL £ TRATADOS

sbros mg%
integral 11,00
precipitado 4,15
dialisado 2,50
com EDTA 0,30
oxalatado g, 30
citratado 8,50

TABELA XWITI

40,_PARA FATIAS DE CORTEX CEREBRAL SUSPENSAS EM TAMPEO KREBS-RINGER

FOSFATO pH 7,40, £M RELACED AD TEMPO £ A DIFERENTES CONCENTRACDESDE
OXIGENIO - ANIMAL No ©

T TEMBO it MINUTOS
\\“""«.\«"

o DE OXIGENIOD

20 3,19 7,27 10,01
5 4,730 8,18 10,47
50 5,91 10,732 12,68
65 4,79 9,58 11,85
B5 4,61 9,29 11,80

100 5,14 9,68 12,99
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S5 - ANALISE ESTATESTICA

Dsg

a 1] * » - -
dados obtidos foram subtmetidos asg seguintes analisess

Analise de varisncia, de acorde com o metodo recomenda
do par SNEDECOR (11), com desdobramento das interagbes

significativas.

Tests de TUKEY (21), visando comparar parss des medias,

. - - - N o . ™ N
nos efeitos significativos da analise de variancla,

Caleulo do coeficiente de variscao de PEARSON (5), para

- - b » v - 3
comparar as duas series, guanto a variabilidade,

0 nivel de significancia adotado fol de 5%, Para efeito de

ilustrapan, adotamos @ indicap@io da significancis usada por PIMENTEL

.
GONMES (217, gque coloca a frente do valor de "I oheervado, um aste--

risco quando

0,01 < f < .05 & dois asteriscos quando p e{ 0,01,

L ’ . . . o
OQuando o valor nao e seguideo de asterisco, considera-se como nas -

significativo,



5.1 - SERIE A

(s valores obtidos para os Q82 da série A foram submetidos

L L .M . . -
a analise de variancia, cujos resultados sao apresentados na tabela

XIX,

. g ’ 4 . -
0 coeficiente de variagac para este serie foi 12,08%:

i

TABELA XIX

ANALIGE DE VARIANCIA - a0, DA SERIE A

|

CAUSAS DE VARIACHD Gl S9. 0. Q.M. F
Animais AERALPE 2B AN EA B B 4 115;15?3 28,7918 198917**
Tratamentos cesvessconsnves 6 7,3428 1,2238 8,0B%%
TEWDGS WO RO N E OGN AT s KN R 2 15198421 ?579218 581545*'}(
Animais x Tratamentos ..... 24 48,3433 2,0143 13, 30%#*
Animais X TeMPOS cssnecssss g 27,249% 2,1051 14, 24%%
Tratamentos x Tempos seewes 12 1,B794 0, 1566 1,03
REE{HUD vennnrevennnnsonnee| 4B 7,2684 | 0,1514
TBTHL e e & 33 F A G d P0G PFRNDOTN S 184 34’9’{]926

o . ™ - : g . .
Pela apalise de variancila, as causas de variagan "anipais”

"tratementos? e "tempos" Foram significativas., foil entdo aplicado o

teste de TUKLY (28) nara a comparacan entre @s médiae, considerades

duss @ duas,

Pare a causa de variagdo "animsis®™ o valor de /% foi 0,35,

r
B ag medias foram:

Animaiss- 1 - 1,86
2 ~ 3,99
T~ 4,79
4 - 2,52
8 - 2,92

. . . r .
Com base nestes velores, verifica-se gue todas ss medias -

diferiram entre si significantomente.’

Para a causa de variagdo “tratementos”, o valor de A\ fol

0,44 e as medias foram as sgouintes:



B3

Tratamentosy - I - 3,40
I1 - 3,47

[11 - 2,87

IV~ 3,11

vV - 2,88

VI - 3,21

VIL - 3,60

Pode~se verificar que neste caso forsm significativos ape-

nas sete contrastes, mesmo assim de furma desordenada.

Para @ causa de variag@o "tempos", o valor de /\ foi de
G,2{} & as medias foram as seguintess:

Tempos:- &0 minutos - 1,73

120 mindtos - 3,23
180 minutos -~ 4,68

Neste gaso todos os contrasies foram significativos.

Pela analise de varidncia {Tabelas XIX) pote~se ainda cons-
tatar que foram significativas as interagOes "animais x tratamentos®
g "animals x tempos®, culjos desdobramentos sao apresentados na tebe-
la XX.

TABELA XX
DESDOBRAMENTD DAS INTERAGUES YANIMAIS X TRATAMENTUS"™ £ "ANIMAIS X

TLIPUS"

CAUSAS DE VARIACRG G.L. 5.0, G, M, F
Tratamento dentro de ani-
mais?
Animal 1 5 10,3945 0,0657 | 0,43
Animal 2 G 15,8073 2,6345 | 17, 40%%
Animal 3 6 124,3467 4,0576 | 26,B0%%
finimal 4 & | 3,1149 0,5191 3, 428
Animal 8 G 12,0226 2,003p 13, 27%%
Tempo dentro de animaiss
Animal 1 2 | 9,0806 4,540% | 20,98%%
Animal 2 2 43,8467 | 21,9203 |144,80%%
fnimal 3 2 |70,2148 | 35,1074 |231,60%
Animal 4 2 °]1B,7458 89,3729 | 61,90%*
Animel S 2 127,2034 13,6017 | 89,85%x

) teste de TUKLEY (28) foi aplicado as medias dos desdohrae

mentos, da forma comon segues



B
a) Tratamento dentro de animais - o valor de A foi 0,96 e

as medias estzo na tabela XXI.

TABELA XXI

MEDIAS DE G0, PARA TRATAMENTOS DENTRO DE ANIMALS SEGUNDO O TRATAMEN
- TO £ O ANITIAL

ANIWALG
1 2 3 4 5
TRATANENTOS N

1 1,87 4,50 4,25 2,72 | 3,65

I1 1,89 7,88 5,5 2,43 | 3,64

117 2,01 5,64 3,573 1,80 | 1,38

1y 1,88 2,84 6,02 2,48 | 2,34

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

VI 1,95 4,10 3,97 3,09 | 2,95

V1T 1,94 7,98 6,42 2,31 | 3,36

- e .
Neste caso, para o anlmal 1 nao fol observado nenhum con-

traste significativo. 0 animal 4 apresentou apenas dois contrastes

significativeos, snguanto gue os animals 2, 3 e 5

- - r L] :
contrastes significativos, porem de forma desordenada.

£ kS
apresen taram varios

t) Tempos dentro de animeis - para testar o significancis

r
madias

dos contrastes desta interagBo, o valor de Zl foi 1,51 e as
foram as expostas na tabela XXII,
Neste caso, todos os contrastes foram significativos.
TABELA XXII

MEDTIAS DE 00, PARA TEMPOS DENTRO DE ANIMAIS, SEGUNDQ § TEMPU E O
z “ANITAL !

T ANIMATS

T 1 2 3 4
TEMPOS EN ggﬁ}ﬁﬁ?mew

.

60 1,05 2,25 2,52 | 1,36 1,51
120 1,90 3,95 4,87 | 2,52 2,96
180 2,66 5,78 7,00 | 3,68 4,29




. 5.2 - SERIE B
OJg valoresg da QUZ phtidos na serie B foram submetidos é

analise de uariéncia, cujos resultados est@o apresentados na  tabels
XXIIT.

a - - Red - . 1] Il
0 coeficiente de variagao para esta serie foi de 11,80%.

TABELA XXIII
ANALISE DE VARIENCIA - a0, DA SERIE B

CAUSAS DE VARIACAD Gol. 5.4. q.m, F
aniﬁtais & B F B Y F TP RO AR 2 3,6938 1;8469 14321*%
Tratamentos viveovecrsrsnva & 6,3955 1,0658 8,20%%
TEMDOS seuaswseasnnsnracnas 2 111,8869 | 55,9434 |430,33%*
Animais x Tratamentos «.eas 12 12,0080 1,000% 7, TOEE
Animails x TempPoS sveevooens 4 0,7307 0,1827 1,40
Tratamentos X TOMPUS eswees 12 24,2269 0, 1856 1,43
P\ES.{C}UO AN S kRS A DS AR A 211' 3,12{}9 {3,13{:}0
TGTQL LI BN R A T T B I R N B R R 62 140,{369?

Pelaz analiss de uariﬁmcia, pbserva-ge gue gs causas de va-
riégga "animais®, Ytratamentos" g "tempos", forem significativas. -
Foi, entBo aplicato o teste de TUKEY (20) para a comparagaéo entre as
médias, consideradas duas a duas.

Para @ causa de veriapactanimels®™, o valor de Zhifoi 0,25,
e as médias Forams

Animais - 6 - 2,70

7 - 3,22
g -~ 3,21

Com base nestes valores, verifica-~se gque a média do animal
de noumero 6 diferiu das medias dos animais de nlmeros 7 e 8, signifi
cantemante.

Para a cause de variagBo "tratamento, o valor de A foi

I a -
de 0,54 8 as medias foram as seguintes:



Tratamentoss- I - 2,83
IT - 3,00

111 - 3,02

IV - 3,08

V- 2,86

VI - 2,66

VII - 3,76

Neste casc se verifica que a media do tratamento VII dife-
riu significantemente de tddas as outras correspondentes aos outros
sels tratamentos.

Para a causa de variacan "tempos", o valor de ZS foi de -
0,25 & as medias foram as senuintes:

Tempos:~ 60 min -~ 1,44

120 min -~ 2,88
180 min - 4,71

Pode~se verificar gue neste caso todos os contrastes  fo-
ram significativos,

Pela snalise de variancia {tabela XXIII}, pode-se zinde ve
rificar gue houve significgncia para a intersgso "animais x tratamen

tog", cujo desdobramento esta aprssentado na tabela XXIV.

TABELA XXIV
DESDOBRANENTO DA INTERACAD MANIMAIS X TRATAMENTQSY

CALSAS DE VARIACED G.l. S.0. 8. M, F
Tratamento denbro de ani
mais 3
Animal 6 sovsocrvvsavnas & 3,8958 0,6493 4, 9Gr
Animal 7 sevecansosonces 6 11,0071 1,8345 14, 11%*
Apimal B scisvsssvoranea 6 3,4987 0, 5831 4,48%%

0 teste de TUKEY (20) foi aplicado as médias do desdobra-
mento da interacao "animais x tratamentos®™, da forma como segues
Tratamento dentro de animeis:- o valor de /\ foi de 0,30 e

L4 . ~
as medias estac apresentadas na taebela XXV,
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TABELA XXY
wEDIAS DE QBQAPRRQ TRATAMENTES DENTRO DE ANINMAIS SECUNDO O TRATARENTO
E O ANIMAL
ANIMATS
& 7 A
TRATANENTOS

I 24 30 3, 30 2,91
11 2,92 2,72 3y A7
111 3,56 2,24 3,29
1Y 2,46 3,85 2,93
v 2,88 2,85 5,14
Y1 2,20 3,02 2,77
U1l 2,81 4,59 4,08

Noste caso observou-se contrastes significativos entre as
” . . ¥
médias, distribuldos de modo desordenado, para os tres animails da sg

rie,.
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& - DISCUSSRO

&.1 - Generalidades

U0 tecido cerebral de suino fol utilizado na pesguisa, de-
vido ap fate désse animal reunir em si, uma seérie de possibilidades
relacionadas com as condigles materiais de técnice a pxperimentagdo.
Ainda, foi o tecido gue apresentou maior atividade em relagdo a -
misculo esguelétino (messeter) e polpa dental, segundo AYRES (1), Is
to permitiu admitir maior sensibilidade do tecido narvoso {cérebro),
em resposta as variaghes introduzidas no meio de suspensio, desde -
que a atividade respiratérie mantém estreita relapBo com e atividade
metabolica.

Tambem, poude-se evidenciar dos estudos sobre metabolisme,
que o tecido cershral possui tddas as atividades enzimicas necessé--
rias a manutengdo das principais vias metabolicas encontrades em ou-
tros 5rg§05 do corpo, o gue sg tem denominado "sutonomia do metsbo-~
lismo cerebral® {22),

Por imposipBo das condigbes materiais, as expsrimentagOes
no respirﬁmetro de Warburg estiveram restritss ap "metodo direta® -
(39).

As tecnicas para obtencio das fatias de tecido, obudecides
neste trabalho, foram as mesmas descritas e empregadas por AYRES (1),
porgque atenderam as necessidades minimas de seUUIanpa em experimer--
tos respirmmétricas,

Cuidados especiais foram seguidos, no intuito de se assegu
rar sstreitos limites nas variacOes das sspessuras das fatias de te-
cido, obedecendo as sspacificaples ds Pormula de Warburg (39). Iqual
mente, relacoes constantes foram mantidas entre cargas de massa  de
tecido Umido e volumes nos frascos de Yarburg. U tempo decorrido en-
tre o sacrificin do enimel ¢ o infcio da respirometria foi sempre -
que possivel semslhante & ac redor de 90 minutos, fato que ndo cria-
va condigOes de degeneragBo ponderavel dos tepidos,

Guando da eplicagdo des variaveis (tratam&ntas), PrOCUT O~
se sempre obedecer as condigtes fundamentais acima descritas, confe-
rindo assim, meior seguranga aos resultados,

Os tratamentos aplicados ao sOro, objetivaram estabelecer
condipbes que possibilitassem fracionemento gualitetive, tendo em vig

be obter- frattes de s0ro alteradas e sspecificamente ajustadas pare
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que os tecidos encontrsssem diferentes condigBes fisico-quimicas nos
meins de suspensso.

A aplicacBo mo soro, de processcs de dialise e precipita--
¢80 relativa pelo aguecimento, cricu condigBes de fracionamento,pos-
sibilitando o isolamento do "fator” alterador da respiragaoc, segundo
sla nstureza: se Qroteigggg {(nap dialiséuel, destruido pelo squeci--

~ s, . N * - a
mentn) ou se naoc proteinica (dialisavel, resistente ao aguscimento),

raso existisse sob uma ou mais formes.

Havendo ainda, a possihilidade de estar o "fator®, locali-
zado numa fragdo ionica do saroy pesguisou~se a agao de cations bi-
valentes, pela susceptibilidade de formapado de gqualatos com 0 verse-
ne & fixagao pelo oxalato ou pelo citrato.

Pusteriormente a aplicac@o desses tratemsntos, consideran-
do-se 0s resultados ja alecangados, bem como as observapbes de AYRES(1)
os diferentes tratamentos Foram diluidos com solugao tampao Krehg- -
Ringer-fosfato {39), nes proporcBo de 20% de soro {alterado ou nas) &
80% de solugao tampho, |

Ob jetivou-se com essa medida, melhorar as caracteristicas
do sbro, em relagdo aos fatOres Ffsico—qufmicos (capacidade de solva
tizagho do oxigénio), gue pudessem limitar a atividade respiratorie
do tecido.

Passibilidedes de interferoncias nos resultados resgiromé-
tricos, por stividede microbisng inexistiram conforme o comprovado

A

. - + L} 3 A
por AYRES (1)}, pele menos durante tres horas Iniciels de respiromge-

tria,
6.2 - SERIF &
£.2.1 - Animais

Segundo © snalise de variancis (Tebsla XIX), verificou- se
gue houve varispac sntrs animais. Alnda, pele teste de Tukey pode-se
ohservar gue @ varispac sntre enimals distribuiu-ss homogénsamente -
entre o8 mesmos, Ou seja, 05 animais diferiram regularmento entre si,

Embora tenhs sido wutilizado o mesmo tipo de teclido cles
animais da moesma aspécie, tstes foram escolhidos ap acaso, com  ida-
des & sexos diferentss e svicentsmente com patrimﬁnios hereditarios
tambem difcrentes.

el a r +
Rssim, por imposicgeo do planejamento sstatistico, dessnvol
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veu-se o trabalho com smostras ndo estratificadas, tornends satisfa-
torias as conclusbes indicadas pelo teste "F' (significancia para  a
eauss de variacac "apimais® - fabela XIX).

Diante daésse comportamento apresentado pelos snimeis, obtl
dos nas condigdss gerais apontadas, quase quo se pﬁde aceitar inte--
gralmente a generalizegao do conceito segundo o gusl, tambem animeis
de outras proced%ncias, ragponderiam anélogamgnte ate metodos experi
mentaile aplicados, desde gue variagoes entre animeis sAo esperades -

em experimentos biologicos desse natureza,

6,2.2 ~ "Tratamentos”

Nz analise de veriancia {Jabela XIX) observa~su gue para -
a causa de variacio "tretamentos”, o teste "F" indicou significancia,
Por outro lado o teste de TUKEY evidenciou alqumas significancias na
ra alguns tratamentos e nao significﬁncias para outros.

Segundo o planejamento da pesguisa, procurou-se isolar um
ou mais "tratamentos® (como causa de variag®o), gue possibilitasse
uma resposta satisfatiria a indagagzo fundamental, gual seja, 2 expli
CHADHO para a pmss{uel diferenga de comportamento do tecido, quando -
sUSpanse  ou em 8010 sanguineo {nt@gro, ou em S0ro saﬂgufnea modifi

cado.

6.2.2.1 - Tratamentos I ¢ II ~ Soros homologo o hetorpo-

lago
-~ r e
Lstabelecsu-se o soro homologo como o padrao, contra o

gual os resultzdos da apliaag%m dos demalis tratamentos foram comparg
dos, isto porgus Gsts tratmmento fel o que criava condiges mais pré
ximas das naturais.

Assim sendo, devs-se comproender bem 2 potencialidade naty
ral que eese melo de suspensao poderia representar para as faotias de
tecido, conforme o verificado nas pxperiencisns respirométricas, tar-
nando-se entdo, o indice através do nual se avallariam as possiveis
aslteragass provocadas pelos tratamentos subseguentes, splicedns =0
sSro, dentro do planejamento da pesguisa.

Nas condigfes "in vive®, considerando-se o plasma sanguéww
neo, sabs-se gus a prduisgo gde oxig%nia para a8s colulas dos tecidos

N r
ocorre guase gue totalmonte por conta da hemoglobina, atraves de um
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mecanismo bem definido. Sabe-se ainda, que uma peguena frapio da cém
pacidadr de transporte de oxigénia, pelo sangus, ocorre por simples
dissolucdo fisica no plasma.

Quando se promove a suspensao de fatias de tecido em sdro
sangufnea, o mecanismo da provisio de oxigénie se altera completemen
te, desde que hé gliminag2o dos elementos figurados do senque,  bem
como de ssus constituintes normeis, retidos no cnégulm, estando o
oxigEnio apenas flsicamente dissolvido, Permanecen, parém,_nes s0ros
(homdlogo e heterologo no caso), os componentes nutritivos indispen-
seveis a0 metabolismo celulzr., Adimitindo-se que ocorressem altera--
¢Oes, estas se dersm em todams as amostras, com semelhantss intensida
des, porém conservendo certa padronizagio do sara, o gue fol consta-
tade pela permanéncia; sempra, das atividadses respiratérias das
fatiss de tecido.

0 novo mecanismo de prouisgo.de oxiganio pare 55 faties do
tecido foi ecaracterizado pela meior possibilidede de dissolugso do
oxigénia no sorn em relapao @ solubilidade no plasma, permitids  pe-
las alteragoses sofridas por gste o focilitada pela agitacgto constan-
te do materisl no interior dos frascos do respirometro de Warburg.

Assim, em resumo, 8 intensidade do consumo do mxigﬁnio? o~
presentada pelas fatias de tecido nervose (cortex cerebral) o demons
trada pela respirometris, foi stingide mediante o atuapdo copjunts -
des potenciasl nutritivo do 55ra, provisao de axigénio & prouév&l Pl

-~ L . - ’
dz de auto-regulagno metabolica presente Yin vivo".

6.2.2.2 « Tratamento 111 « Soro dislisade

A eplicagBo do processo amnalitico do diglise ao sOro snn--
guinso fundamentou-se na possibilidede de se localizar um fator  ine
Fluente na respiraggo das fatiss de tecido, presente nestg S0L0. Sp-
gundo sua naturezs poderia ser passiu&l do difuncir-se para 0 meio
contra o0 qual o soro sofreu dialisagBo (tampac fosfato 0,001 M,  pH
7:40).

D contrdle da dislisapho do sBro fol feito etrovis da veri
FicagBo des variagbes dos volumes inicial & final {(tabela XVI}, bem
como da avaliac%o de sou conteudo em calcio ionizado {Tabsla XVI1) @
ainde peles verificacDes das variacdes de oH (Tabela XVIJ,

Analisando-se os dzdos dispmnfueis para o controls de dis-

. — - f ¥ * . " .
lisapao do goro sanouineo, verificou-seg que realmente houve trocas -
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ionicas e translagdo de solvente durente o processo, desde que?

1) OUs volumes iniciais de sOro sanguineo submetidos a dia-
lisapBo, foram sempre ce 50 ml, atinoindo. apds didlise, volumes su-
periores. {Tabela XVI).

2} A concentragio de calcio no sbro dialisado decresceu,in
dicando difusdos- de 11,00 mu% no soro integral e 2,50 mg% no  soro
dimlisado {Tabela XVII),

3} Peguenas variagoes de pH forem observadas nos soros -
submetidos a dialise (Tabela XVI}.

Verificou-se ainda, que o pH do SOro sangufneu diamlisado,
apés a respirometria (Tabelas XIV & XV), apresentou sempre valor me-
nor, em relagac aos pH finais (apéa respirometria), apresentados pe-
los soros submetidos a outros tratamentss. Isto deve ser Conseqﬁénw—
cia dos geguintes Fatoss

' a) Parda de eletrolitos durante = diélise e prasumiveis -
componentes de sistemas tampOes (sistemas carbonato, fosfato & ci-
trato).

b) Maior possibilidade de dissoluggn do gés carbonico, por

aumento da solvatizagho especifica:

HQS + CDQ ‘Hzﬂﬂﬁ.

Embora houvesse, como ja foi diseutido, incidéncia de sig-
nificancia para a causa de variacBo "tratamentos"” {Tabela XIX), o
teate de TUKLY ndo possibilitou maiores euidéncias Que merecessem -
di soussies meis extensas, razoes pelas guais foi licito sdmitir que,
a presenge de cations difusiveis, ngindo como controladores de raspl
rapdo do tecido “"in vitre”, parece nao ter sideo um fato positivo.

Poderia se agmitir parémy_que cations controladores da res
piragio "in vitro" estivessem ligados as proteinss e portanto ndo
difusiveis, Como siro sangufneo desproteinizado (vide Tratemento VII)
nan apresentou alteragDes nos experimentos respirométricos, esta Ul-
tima suposigao tambem fica em grande parte anulada. Tudo parece es-
tar no campo do poder de solvatizacgio do axigénio referente & cada

meio de suspensac,

N £.2.2.3 « Tratamentos IV, ¥ e VI - Soros modificados

nolf sdicdo de oxalato, citrato s EDTA

- * I} ¥
Segundo o planejamento da pesquisa, previu-se tambem na
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série A, a possivel influéncis de tratamentos modificadores do  sbro
como auxiliares para se detectar um agente influenciador da respira-
p80 das fatias de teeido, conforme fosse sua natureza nao proteinica
porém idnice ou entSo, catidnica ligads a proteina.

Da {ons de Gélcio(juntamante com sédiay potdssio @ cloro),
tesempenham papel Fisice—quimico fundamental no balanceamentc ionito
dos fluidos arganicos. Em adequadas condipoes de equilibrio eletroli
tico & gue ocorrem fendmenos Pisinldgicos normais, tais como, a exci
tabilidade muscular e o transporte atraves das membranas pﬂrmeéueis
gtc., tudo representando trabalho executado e conseguente consume de
gnergia.

A agBo quelante de substancias como o EDTA, o oxalato e o -
citrato influinds as vezes dréaticamente,sabraa.concentrag%m do cal-
cic ionizado, como ol no ceso do £EDTA e do oxalato, no sara aan-
guines fol mais uma vez comprovada pelos dados da tabela XVIIL,

s teores ds calcio expostos na tabsla XVII, evidenciersm a
fato de os agentes modificadores do s0T0 sanguineo, representando. as
bases fisico-quimicas dog trabalhos desenvolvidos, confirmerem o pre
visto: houve de fato guelaczo de {ons divalentes.

Sabe-se gque @ oromogdo de variagOes na conceftragao de
{ons difusfveis determina slteracOes nas diferenpas de potencial elé
teico das membranas celulares, suporte para explicagCes de certos fe
nomenos bioelétricos,

Fasas variagoes alteram tambem as relacgtes de pressso osmé
tica entre o meio de suspensac e as celulas das fatias de tecido, en
volvendo no fenomeno o efsito de Donnan, gue se aplica 20s sistemas
bioldgicos, deede que membranas sepsram as diferentes substancias em
{ions difusiveis e fons n3o difusiveis,

0 metabolismo celular, atividade sssencialmente ﬁingmicag—
altera s concentragdo dos componentes difusiveis e ndo difusiveis,des
locando o equilibrio de Donnan. Desss forma o efeito de Donpan 58
manifesta explicando o mecanismo da absorgdo e secregac de substan-~
ciags pelss eslulas, mantendo as concentrapBes diferencials entre o
melo interno e o melo extra celular,

{Jutro aspecto de granmds imparténciaf diretamente relaciona
do com as modificagSes introduzides no soro sanguinen, € o da solubl
lidade dos gases nos l{quidas OrGanicos.

Sahe-se gque a solubilidade de um gés em solugBo varia com

.y . . I hr .
a presengs e geantidade de sais s tambem de nao eletrolitos, diminuln
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do @ medida que aumenta a concentragio do soluto total e que os Li-
quidos organicos se caracterizam como solugGes aquosas de varios - -
sais. Ressalte-se que o volume de oxigenio dissolvido em 100 ml  de
égua a 20°C ¢ ds 1,635 ml & o0 volume do mesmo gés dissnlvido no mes-
mo volume de plasme a 37°C & de 0,338 ml (22), sendo, portanto, a
temperatura, fator critico. Dal, o cuidedo experimentsl obedscido no
referente a temperatura do banho do respirfmetro de Warburg.,
Com respeito ao problema da viscosidade, sabe-se gue a do
S0T0 sangufneo & maior que a da égua, A fragao pratefnica do soro in
flug na manutencBo de sua viscosidade, A diluipZo do sOTo com égua -
reduz sua viscosicads (22).

Sobre o aspecto ESQQC{fico das varisgoes de tensao superfi
cial provocadas no s0r0 sanguines com og tratamentos modificadores,-
cabe destacar o fato da mesma torpar-se mais elevada com a gesprotel
nizacao do sﬁro, 0 gue deve intervir no processo de solvatizagao do
oxigenio. Mes, outros fatbrss agem paralelamente com as proteinas na
manutencac de uma tensio sunerficial inferior @ da agua, tipica do
sGro san@ufneo, S0 Bless presenga de coloides hidréfilosg acido ta-
nico, sais biliares, lecitina, amido e glicogenio (22). Uma baixa in
tensidade de variegeo ne tensao superficial do s0TO sangu{neo, Quan-
do de sua desproteinizacdo, .deve ser observada devido a osse fatol -

Verifica-sé entfo, que 2 acho conjunta dos fatdres fisicos
guimicos (pressSo osmotica, solubilidade do oxigénio, viscosidade &
tensio superficial), campﬁ@ um estado gue caracteriza a intensidade
de solvatizagao do oxige 8nio no sOTOo sanguinaD, Desta forma, a promo-
c80. de alterapoes n05=constituimtes_séricos atinge os fatdres - des-
critos, levands a modificapfes na intensidade de solvatizagio do oxi
genic no s0ro. ' '

ﬂ Diante de todos os mspectos discutidos, se justificou a
programapao da pesguisa, incluindo as-variacBes nas concentracbes =
itnicas do sore, no sentide de ss verificar a possibilidade de loca-
lizag8o numa de suas fragbes, de um agente alterador do comportamens-
to metabolico das fatims de tecido, evidenciado pelo indice respiro-
metricag. '

As verificacBes analisadas seiatisticemente tesultaram na
impossiblilidade de se cu1d9nclar um tratamento onds se pudesae fip=—-
mar posigzao defimitiva para esclarecer o problema em PStUﬁD, Centro

desta fase dos trabalhass
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£,2.2.4 - Tratamento Y11 - SoOro desproteinizado por

orecipitaran pelo calor

0 =ore desproteinizado ndo mostrou um comportamento dife--
rente dos demais sdros modificados, bem como em relagBo ac soro  in-
teoral.

Em condicles normais, ou seja "in vivoY, a provisao de
oxigénio & realizada guase gue totalmente pela hemoglobina. Apenas -
uma pequena fragao ¢@ capacidade total de transporte do oxigénio pe-
lo sangue se faz por dissolucdo fisica na plasma.

fese mecanismo de transporte do oxigenio para os tecidos -
esta susente "in vitro", o gue modifica completamente a condigio Fi-
Sico—qufmica do oxigenio disponivel as fatias de tecido,

Sabe-se gue a tiroxina estimula o consumo de oxigenio: a-
proximadamente 40% do consumo de axigénio utilizado para @ produgdo
de calor & para atender ac metabolismo oxidativo, sao resultantes da
atividade reguladora do hormonio da tireoide (6 o 27).

Dessa forme o sOro desproteinizado deveria apresentar alte
rages no consumo de oxigénio, devido @ ausSncia do constituinte pro
teinico hormonal, o gue nao ccorrsu, pois paoc Fol detecteda altera--
cao alguma.

Parece razoavel gque a agitagBo do material durante a respi
rometria aliada a ausbnoia de particulass em suspensio (células), con
corra para a manutengio da Intensidade de consumo de oxigénic apre-
sentado pelo soro intagral,

flas, a desproteinizagBe total (e consegUente eliminagao de
hormonios classificedos como proteinas), levarie @ um estado de me--
not estimulagio metabolica das fatias de tecide. Este aspecto g
nressor poderia ser compensado pela maior guantidade de oxigenio dig
solvido no soro aaﬂguinem desproteinizado (mmior capacideade de solva
tizmg@o do oxigeénio), fatc concreto, em vista dos resultados respirg
metricos.

Rssim sendo,Nos tratamentps 11D, IV, V, VI e VIL, embora
ocorressem todas as situapoes apontadas, influindo no estabelecimen-
to das condigBes de trabalho, elas nZo se manifestaram suficientemen
te intensas para esclarecer o problema em estudo, razao pela gual se

goquematizaram os trabalhos da serie O.
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6,2.3 - Tempos

Pode-se observar pela analise de varizncia (Tabela XIX), -
que o teste "F" foi significativo para a causa de variacdo "fempag",

A aplicagac do teste de TUKLY mostra que as significancias
estdo distribuidas de modo regular, pelos tres intervalos de tempo -
levados em consideracao na analise estetistica. Isto evidencia uma
atividade continuade conforme a hora de determinacio dos valores de
Q02 tenha sido mos €0, 120 ou 180 minutos, respectivamente.

Considerando os dados estatisticos no sentido biolégico -
dos fatos analisados, pode-se entende-los como demonstradores de  um
fentmeno cantinuo, 0 gue e 15@100 e esperado em respirometria, onde
08 dadoé Tepresentam uma somatoria continua das taxas de consume de
axig%mio. Esse aspecto & perfesitamente comprovado pelos tragados das
curvas de (0, (Figuras 1 a 5). Neles se observa as variagoes de in-
tensidade dohfenamenu representado, em funcao do tempo, mas nunca re
fletem deflexoes crasticas gue pudessem demonstrar perda de ativida-
de dapg fatias de tecido, levando a admissBo de que, pelo menos ate
trés horas de respirometria, n2o ocorreu degeneragao ponderéuel dos

tacidos,
6.3 - SERIE B

Diante dos fatos até aqul discutidos, ficou acelta a impos
sibilidade de se admitir, especificamente, um agente indutor qufmico
no soro sanguinen, controlador da atividade regpiratoria das fatias
ge tecido, suspensas nasse melo hiolégico,

Em vista dos resultados alcancados na serie A, fol plane-
jada a serie 8, segundo esquema experimental especifico.

0 fato do nac sparecimento de diferengas significantes en
tre os tratamentos, pelo menos no sentido de se poder responsabili-.
zar um ou meis deles, pela significancia do teste de "FY (Tabela XIX
Serie A), permite a suposigao de gue o fator investipgado estivesse -
protegide, de modo a suportar os efeitos dos tratamentos entdo apli-
cados.

No trabalho de AYRES (1), encontram-se solides bases pars
@ estabelecimento das condipbes introduzidas na serie B, guais  ge~
jam o0s resultados apresentados pslo autor, evidenciando diferencas -

¥ . - .
bastante sensiveis entre o comportamento das fatias de tecido, sus-
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pensas em soro animzl e em solundo tampao Krebs-Ringer-fostato (33).

Pode-se afirmar que @ especulapao cientifica permitida pe-
la serie A se justifica, desde que, pelas observagSes de AYRES (1),
nao se poderia planejar & serie B, sem antes tentar responder a ques
téo imposta psla logica: estaria numa das frapdes do sbro sanguineo
o fatd indutor das diferencas detectsdas pelo citado autor?

Somente depois de uma verificapao nesse sentido, poder- se
ia voltar a ateng@o para estudos envolvendo uma composigBo onde par-
ticipassem o sO0ro sanouinec e soro artificiel, como foi estabelecide
na serie B.

Na série B foram entac, adotadas novas condigies experimen
tois. Nests serie houve diluigBo do sdro animal {modificedo ou nac),
em sistema tamp@o Krebs-Ringer-fosfato (39), na proporpac de 209 do
s0ro pare B0% da splugho {volume a volume), condic®o esta estabsleci
da com base nos resuliados da grépria série A e nos trabalhos de -
BYRES (1) e KREBS (25),

Os resultados alcangados e analisados estatisticamente, na
série B, levaram as seguintes observagGes:

a) As alteragoes impostas ac meie de suspensaoc da serie B
nao modificaram o comportamento da causa de variagao entendida  como
"animais", da serie A (Tabelas XIX e XXIII).

b) Em relagdéc a causa de variagho "tratamentos", ainda se
phaervou estarem presentes ns sorie B, os aspectos discutidos na s8-
rie A, em relagac aos tratemen~tos I, II, III, IV, V e VI, desde que
nza ga detectou entre elas uma diferenga de rssultados ou sfeifocs -
significativos, dentro da analise estatistica.

Em relagao ao tratamento VII da série B (sara desproteini~
zado pelo cator e diluido em tamp2o Krebs-Ringer-fnsfatol{39), as fa
tims de tecido apresentaram malor consumo de oxigénio, durante o tem
po de observagao respircmétrica (Teste de TUKEY), mestrando visiveis
diferengas no comportamenta,

Sendo o tratamento VII uma solugZo com menor ndmero de pag
ticulas, devido a desproteinizagao e diluig@o, permitiu maior possi-
hilidade de solvatizagBo do oxigenio, o gue permitiu aceitar as con-
dipbes fisicas do meio ds suspensaa, como fator efetivamente interfg
rente na respiragao das fatiass de tecids.

0 mesmo aspucto foi tambem ohservado por ELLIOT e HENRY -
{14} seQuUndn B55E8 aytores, 0 consumao de oxigénia pelas celulas {a-

tivaidade respiratéria), pode ser limitadeo pela difusso do gés da fa-
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4 . 4 4 ~
se gasusa para a liguids, superando mesmo 03 proprios controles endg
’

genos dos tecides e principalmente guando a agitagas do sistema &

¥ > x + * . - -
peguena e grande & & atividede biologica. Sabe-sg ainda, segundo -

§

WINZLER (41), que o aumento da agitegBo, por si s0, ndo representa
uma indicacdo real da difusao adequada do oxigenio.

Ainda sequndo observagbes complementares, verificou-se ({a
bala ¥VIII) gque a ume atmosfera de 100% de oxigenio, o tecido ndo -
respirou em malor intensidade, se comparado ac mesmo tecido gue res-
pirou em atmosfera de 50% de oxigenio, o que confirmou z observagao
de ELLIOT e MENRY (14), segundo a qual, @& atmosfers de 100% de Dxigé
nio exsrce até mesmo acBo inibitoria de fatias de tecido nervoso (o
rebro).

Og resultados aprasentados ne tabela XVIII mostraram  que
8 baixa tensao de axig%nia na atmosfera diminuem os {ndices respira-
torios. Sobre ésse zspecto ELLIOT e HENRY (14) observaram gue o fato
ocorrey independentemente da limitaglo ds difusac do oxigenio.

Diante dos fatos analisados, verificou-se que as células ~
das fatias de tecido submetidas a maiocres pressﬁes parciais de 0xig§
nia, no meio de suspensao (dentro de limites Fisiblégicos), puderam
utiliza-lo em meior intensidade.

. Inferénciss podem ent@o ser estabelecidas:

1} A auto-~regulacBo celular nan  foi prejudicads pelas al-
teragbus quimices do meio de suspensso, de tal modo a permitir res--
postas respiratérias constantes, ou,

2) As altsragoes Quimicas introduzidas no meio de suspen--
sa20 nao sensibilizeram os mecanismns de auto-regulagao metabolics cg
luler.

%) EntZo, as alteragoes F{Bico»qu{micaﬁ que modificaram as
condigoes de solvatizecio dos meios de suspensan, sendo efetivas om
provocar respostes diferentss, deveram, ou agir dirctamente sobre os
mecanismos de auto-regulagdo, ou entac superar a eficiencia dos mesg
nos. _

Resumindo, o fator meior, svidenciado por Sste trabalho, e
que condicionou a ut@lizacdo do oxigenioc por fatias de tecido, foi &
pressio parcisl de oxig@nic no meic de suspensado, diretamente rela--
cionada com 3 intensidade de solvatizagzo do sxigéﬂio no meio de
SUSpEnsE0.

. ~ # o F_o
v} Para @ causa de veriagzo "tempos', tambem sao valides -
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as considersgdes jé elaboradns ne series R, desde gque os rssultados -
da serie 8 (Tabala XX111) indicaram o mesmo comportamento verificada
na serie anterior, 0 que era esperado ume vez que as anotapdes respl
rométricas eram continuadeamente crescentes, a menos gque houvesse pa-

* bng r - N * t +
ralizacao da atividade respiratoria.
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7 - CONCLUSDES
Considerados os limites experimentais do trahslho, 0O
clulu-~gs gues
a) as varisgoes nas atividades respiratérias das fatiasg do
tecido nervoso (cértex cerebral}, foram causadss exclusivamente por
alterages introduzidas no meio de suspensdo e diretamento relaciong

ros P P e
das ao problems fisico da solvatizagan do exigenio.

N o , . L . N a 2
b) A eliminagao de calcio serico lonizado (agao e agentes
guelantes: EDTA, citrate e oxalate), n8o influiu na atividads respl-
# * LS n " *
ratoris de fatiss de tecido nerveso (cortex cersbral) de suino, sug

pensas nesse meio.

" B -~ £ Lo oa
c) A desproteinizacao total do soro sangulneon, utilizado ~
. Lo s . .
coms meio de suspensao para fatiss de tecido nerv®so {cortex cerebral)

nao alterou a atividade respiratoria dessas fatias,

N ~ £ . r Fyr -~ &
d) & sliminagdo de lons atraves dialise, do soro sanguineo
. . . o e . N . +
utilizado como meio de suspensao, nao alterou 8 stividade respirato-

iz deos fatiss de tecido nervoso {cortex cerebral) de suino.

@) As conclusbes anteriores sac validas mesmo guando varia
goes individuais, inerentes so tipo de amostragem utilizeda, se fiza

rem noter.

£} Nao houve, durante o transcorrer de todos 0s gxperimoen-

ot + » - » £ » 3

tos, slteragoes poireraveis ne atividade das amostras de tecido utili
zadas, indicando ausencia de degeneragan dentro des limitss de tempo

impostos pelos metodos experimentais.,

E
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TABELA XXVI
RESPIROMETRIA £/ WARBURDG - CONSUMO DE DXI@gNID ggm MICROLITROSY, POR
TECIDO CEREBRAL SUSPENSO EM TAX A0 KREBS-RINGER-FOSFATO nH 7,40, S0B
DIFERENTES ATMOSFERAS DE DXIGENID (ANIMAL N2 9)

Z DE OXIGENIO
. 20 36 50 65 BS 100
MINUTOS ~
15 61 69 112 | &5 67 70
30 112 | 124 161 | 103 | 114 113
45 171 | 194 218 | 180 | 168 170
80 225 | 254 269 | 232 | 217 215
75 287 | 323 311 | 286 | 269 260
90 146 | 387 363 | 340 | 320 299
105 423 | 471 428 | 407 | 375 353
120 513 | 547 470 | 4866 | 437 406
135 588 | 598 509 | 500 | 475 460
150 629 | 633 531 | 520 | SO0 495
165 672 | 673 557 | 556 | 531 523
180 707 | 699 577 | 78 | 555 546

TABELA XXVII
MASSAS SECAS DO TECIDO CERERRAL COLOCADAS EM WARBURG EM RELACEO AS
DIFERENTES ATMOSFERAS DE OXICENIO (ANIMAL NE 9)

% DE OXIGENIC

20 35 50 65 BS 100

mg 70,80) 69,95 45,581 48,85 47,000 42,50




TABRELA XXVITI

ANIMAL N2 1 = SERIE A

RESPIRONMETRIA EM WARBURG - CONSUMO DE OXIGENIG (EM MICROLITROS) POR

TECIDD CEREBRAL, S0B 0S TRATAMENTOS APLICADDS

TRATAMENTOS

T I 11 111 | 1V v vl VIl
MINUTOS

10 24 | 22 | 25 | 19 | 24 | 19 | 17

20 53 54 55 48 53 49 48

0 82 85 85 70 81 76 77

40 105 | 111 | 109 95 | 18 | 100 | 107

50 136 | 140 % 114 | e | 134 | 130 | 133

50 170 {180 | 176 | 148 | 164 | 163 | 164

70 198 | 210 E 200 | 182 | zoo | o194 | 197

80 216 | 228 | 219 | 197 | 215 | 210 | 216

90 230 | 251 | 237 | 214 | 236 | 233 | 238

100 262 | 276 | 255 | 233 | 259 | 288 | 260

110 290 | 305 | 279 | 262 | 282 | 285 | 285

120 308 | 322 | 2010 | 282 | 301 | 305 | 301

130 329 | 286 | 318 | 204 | 322 | 321 | 325

140 147 | 286 | 345 | 313 | 344 | 319 | 349

150 374 | 309 | 359 | 346 | 366 | 366 | 375

160 401 | 338 382 | 369 | 386 | 389 | 401

170 426 | 361 | 407 | 381 | 412 | 413 425

180 466 | 383 421 | o403 | o436 | 436 | ade




TABELA XXIX

ANIFAL Ne 2 - SERIE &

-

RESPIROMETRIA EM WARBURG -~ CONSUMO DE OXIGENIO (Em WMICROLITROS) #OR

POR TECTOD CEREBRAL, S0B 05 TRATAMENTOS APLICADOS

TRATANMENTOS

S I 11 Il |1V v VI VIl
MINUTOS

15 43 54 B0 | 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 | 200 198 | 182 | 219

90 106 | 253 278 | 238 | 236 | 1sp | 280

105 338 | 280 308 | 265 | 288 | 217 | 290

120 g2 | 317 549 | 204 | 289 | 243 | 323

135 420 | 381 379 | 320 | 322 | 266 | 357

150 462 | 388 420 | 363 | 357 | 297 | 395

165 507 | 427 460 | 399 | 399 | 332 | 434

180 546 | 463 405 | 436 | a2 | se2 | 478
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TABELA XXX
ANIMAL N2 3 . SERIE A

RESPIROMETRIA ENM WARBURG - CONSUMQ DE OXIGENID (EM MICROLITROS), POR
TECIDO CEREBRAL, 508 0S5 TRATANMENTDS APLICADOS

TRATAMENTOS
TEMDPO EM I 11 111 Iy v VI VII
MINUTOS
15 50 20 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
75 270 253 285 387 344 319 406
80 327 345 326 447 400 375 479
1056 360 408 376 506 462 433 553
120 424 459 425 5h8 515 488 629
135 476 533 469 621 578 549 715
150 526 588 b22 } 6B4 538 604 795
165 574 644 S68 743 6365 6865 886
180 605 660 606 762 743 743 949




TABELA XXXI

ANIMAL KO 4 - SERIE A

RESPIROMETRIA £M WARBURG « CONSUMO DE OXIGENID {EM MICROLITROS), POR

TECTIDO CUREBRAL, SO0B 05 TRATAMENTOS APLICADOS

TRATAVENTOS
- I 1T 111 | IV | v VI Vi1
WINUTOS
15 264 | 22 191 @ 28 37 33
30 71] 741 sef eol 75| 106 1
45 99 | 107 | 85| 10| 108 | 152 | 157
60 136 | w68 | 3} o129 | 123 | 210 ] 218
75 1791 1951 145 ] 150 ] 188 | evo | 27
a0 211 | 237 ] e | 187 | 232 | m3z | a4
105 237 1 266 | 198 | 180 | 260 | z7s | ass
120 267 | 289 | 208 | 185 | 278 | 402 | 4la
135 287 | a3z ] 224 | 199 | w2 | a4s | 4ss
150 a22 | 3se |l 247 ] 216! 3so| 4o | w05
165 260 | 398 | 268 | 234 | 1387 | s41 | 561
180 597 | 429 | 285 ; 281 | 471 | 584 | 607
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TABELA XXXIT
ANIMAL N© & -~ SERIE A

RESPIROMETRIA EM WARBURG ~ CONSUMO DE OXIGENIC (EM MICROLITROS), POR
TeCID0 CEREBRAL, S08 05 TRATAMENTOS APLICADOS

— 1 11 111 | 1V y VI Vi1
MINUTOS

15 38 25 74 26 32 31 8

30 94 71 17 78 91 B4 96

45 144 | 113 54 | 117 ] 138 | 128 | 146

60 199 | 162 69 | 155 | 200 | 184 | 208

75 248 | 202 a4 | 211 | 252 | 235 | 257

90 284 | 227 g6 | 241 | 293 | 288 | 298

108 235 | 386 | 107 | 285 | d44 | 317 | 349

120 588 | zu1 | 117 | a3s | see | a0 | 4oz

135 an6 | sz | 129 | a2 | aas | 418 | 453

150 40 | 396 | 139 | a7s | 493 | 464 | 496

165 s24 | 476 1 150 1 oa4m7 ! 535 [ 503 | 540

180 571 | 462 | 161 | 499 | 583 | 546 | 590
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TABELA XXXIII
ANIMAL N& 6 - SERIE B

RESPIROMETRIA EM WARBURG - CONSUMO DE DXIGENIO (EM MICROLITRUS), POR
JTECIDO CEREBRAL, S0B 05 TRATAMENTOS APLICADOS

TRATAMENTOS
TEMRGS M I 11 111 v v Yl Y11
RINUTOS
15 19 26 24 29 F 133 36 38
30 60 75 65 75 1477 96 34
45 98 117 146 120 175 | L4B 146
60 118 138 164 139 199 { 174 175
75 153 183 201 181 235 ¢ 226 226
50 195 232 243 231 284 | 288 288
105 2352 278 282 279 326 1 348 346
120 272 326 3208 326 369 | 414 407
135 314 373 303 375 415 | 475 467
158 348 415 | 394 418 455 | 530 527
165 387 460 426 478 499 | 589 592
18a 421 501 467 521 540 | 664 655




TABELA XXXIV
ANIMAL N2 7 = SERIL B

RESPIRDMETRIA EM WARBURG - CONSUMO DE OXIGENIO (EM MICROLITROS), POR
TECIDO CEREBRAL, S08 0S8 TRATAMENTOS APLICADGS

TRATANENTOS
TENROS BN 1 11 111 1V v Vi VIl
MINUTOS
15 3 29 28 33 a3 43 39
30 79 67 51 89 77 87 84
45 114 1103 96 | 133 | 121 134 | 132
60 154 | 139 ] 130} 174} 163 179 | 180
75 193 171 166 1 222 | 2081 2261 226
50 220 { 198 193 | 253 | 236 | 283 | 264
105 257 | 236§ 224 % 307 % 2771 3121 326
120 00 1 2771 257 ) 303§ 323 ) 370 | 7369
135 340 | 313 | 288 425 { 377 | 432 {475
150 377 | 348 318 | 4BB | 403 | 485 | 478
165 396 | 365 | 335 { 562 | 425 | 530 | 509
160 428 | 399 | 366 i 617 { 469 | 595 | 569




TABELA XXV
ANIMAL N2 8 - SERIE B

6

RESPIRCMETRIA M WARBURG - CONSUMO DE OXIGENIO {Em MICROLITROS), POR

TECIDO CEREBRAL, S50B 05 TRATAMENTOS APLICADOS

TRATANENTOS
NS N 1 11 111 v v VI Y11
MINUTOS
15 32 22 71 21 29 31 22
30 75 60 53 55 56 74 a0
45 121 | 108 92 93 | 106 | 113 | 147
60 167 | lag | 123 132 | 146 | 144 | 205
75 212 | 190 | 1%8 | 173 | 181 } 192 | 261
90 228 | 215 | 182 | 203 | 210 | 227 | 308
105 287 | 260 | 218 | 244 | 254 | 276 | 370
120 320 | 299 | 245 | 278 | 288 | 322 | 431
135 356 | 340 | 272 | 318 | 327 | 370 { 4B6
150 404 | 393 | 310 | 371 | 375 | 430 | 557
165 439 | 435 | 338 | 416 | 410 | 460 | 623
180 477 1 481 | 469 | 465 | 44m | S31 | 696




