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I,1 — REVISAO DA LITERATURA

O 1-2-4 dinitrofenol (P,M, 184), tambem conhecido como alfa-dinitrofenol
[ CGH3‘OH(N02)2 ], apresenta-se, a temperatura ambiente, sob a forma de cris-
tais sdlidos de cor amarela, ligeiramente soliiveis em Agua e mais solfiveis em
&lcool ou éter, O ponto de fusio se da & 114°C, A solucdo de dinitrofenol em
agua pode ser preparada até a concentragzo de 3 %, sob aquecimento e com a adi
gao de 1lg de bicarbonato de sddio, para cada 2g da droga (praticamente mol/hol)

0 dinitrofenol & altamente relacionado, quimicamente, com o acido picrico
(trinitrofenol)e e facilmente preparado e purificado, podendo, por isso, ser
produzido a baixo custo,

De acordo com CUTTING et al, (1,933), o dinitrofenol despertou a atencao
de medicos franceses durante a Primeira Guerra Mundial (1.914-1,918), depois
que foram constatados casos de intoxicagao por esse produto em operarios de £&
bricas de explosivos., Entretanto, segundo os mesmos autores, os estudos desses
medicos, sobre os quais nao fazem referfncia, nao foram concluidos,

Maior interesse pelos efeitos farmacoldgicos e possiveis aplicacoes tera-
péuticas do dinitrofenol, sO foi despertado a partir dos trabalhos de CUTTING
e TAINTER (1.932) e de MAGNE et al. (1.932).

Esses Ultimos autores estudaram os efeitos toxicos e fisioldgicos de toda
a série dos mono (orto, meta e para) e dinitrofendis (1-2-3, 1-2-4, 1-2-5, 1-
-2-6, 1-3-4 e 1-3-5), constatando em caes tratados com o 1,2:4 dinitrofenol,po
lipneia térmica e aumento de temperatura, como sinais clinicos mais marcantes.,
Analisando os resultados dos seus estudos comparativos dos varios mono e dini-
trofendis, os autores concluiram que a presenca de um grupo (NO2) na posicao -~
para deveria ser necessaria para que esses sintomas aparecessem, Para explicar
os casos de morte por agao dos dinitrofendis, MAGNE et _al, (1.,932)aventaram a
hipétese de que esses derivados atuariam como metemoglobinizantes fortes, Nao
estabeleceram, entretanto, claramente, as razoes que os levaram a propor  tal
explicacao,

Baseados em wma comunicagao pessoal (HEYMANS), CUTTING e TAINTER (1,932),
realizaram uma série de experi®ncias com o intuito de investigar os efeitos -
farmacoldgicos e terapluticos do 1,2:4 dinitrofenol, Tais autores relataram -
que a droga, quando aplicada em animais (pombos, ratos, coelhos e caes) e em
seres humanos, produz um aumento de temperatura de até 4°C,, apbds 1/2 a 4 ho-
ras, em doses de 5—40mg/Kg de péso (a dose exata dependia da espécie e da via
de administragao), bem como uma estimulac3o respiratdria, tanto na freqliéncia

quanto na amplitude,



Dando prosseguimento as 1nvestigag5es sobre os efeitos do dinitrofenol, -
TAINTER e CUTTING {1,933}, apliceram doses repetidas da droga em caes e em coe

. . e 4
lhos, as quais variarvam de 5-35mgs/Kg de peso. por um periodo de 2 a 3 meses, -
§ /3 < iy S P 9

com intervaleos de 3 ou maic dias, relatando que:;

1, 05 exames de urina, os testes de van den Bergh e os indices de icteri-
cia, nao indicaram eviddncias de intoxicagao durante o periodo de ad-
ministracao da droga;

2, nao foram encontradas alteragSes patologicas significantes, salvo al-
gum prejuizo do bago;

3. 0 dinitrofenol aumentou a freqﬁénc1a e a amplitude da respiragao dos
coelhos, previamente injetados por via subcutfnea com doses elevadas -
de morfina {40 mg), cloral {05, a 10g) e barbital (200 mg), ou por via
intraperitoneal com 1;5 a 5,0 ml de alcool, tendo sido o dinitrofenol
mais eficaz, nesses casos, do que a cafeinag

4e OS exames patologicos dos cortes intestinais dos coelhos tratados com

0 dinitrofenol nao acusaram qualquer alteracao, a nao ser quando o mes
+ q. 4 —

mo era administrado em altas concentracoes,

Esses resultados, somados aos citados em suas publicacoes anteriores, es-
tabeleciam, na opiniao de TAINTER e CUTITING (1.933), as bases para o uso do di
nitrofenol em experimentos fisiologicos e farmacolégicos, com a finalidade de
aumentar o metabolismo e a temperatura corporal, Além disso, indicariam a pos-
sibilidade de aplicacao dessa substincia em varias condicoes clinicas, onde a
estimulagac respiratdoria, a ativagao do metabolismo basico ou o aumento da tem
peratura fossem recessarios,

Essas investigaggesg cujos resultados foram considerados promissores pe-
los pesquisadores de San Francisco, U,S.A,, (TAINTER e colaboradores), incenti
varam numerosos autores a ampliar as areas de estudo dos efeitos farmacolégi -
cos e teraptuticos do dinitrofenol,

Assim, CUTTING, MEHRTENS e TAINTER (1.933), constataram em animais experi
mentais, tratados com dose de 1lOmg de dinitrofenol por Kg de peso, uma acelera
cao de quase 50 % do metabolismo basico, Tal aceleragao foi registrada no pri-
meiro minuto apos a injegao, e um pouco mais tardiamente quando a administra-
cao era feita por via orale. A recuperacao dos niveis normais do metabolismo -
dos animais vtilizados nessa experitncia, deu-se num periodo de 6 a 48 horas,
dependendo da dose e da via de administragao, Ainda no mesmo trabalho, os auto
res relataram a sua experiSncia com o emprego clinico do dinitrofenol em doses

de 3=5 mg/Kg de peso administradas por via oral, dose considerada por eles,
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como fisioldogica, Os resultados dessa aplicagao clinica vieram a confirmar as

observacoes feitas em animais e provocaram perdas de peso de 2-3 libras(908g a
1.362g) por semana.

Os resultados obtidos por CUTTING e TAINTER incentivaram MUNTWYLER (1934)
a estudar o consumo do oxigénio de tecidos isolados de ratos tratados com dini
trofenol, A substlncia  foi aplicada porinjeg%bsubcuténea em dose 40mg/kg de
peso, por periodos de 30-40 minutos. As observagoes desse autor mostraram que
o consumo do oxig®nio dos tecidos hepaticos isolados daqueles ratos nao foi
significativamente alterado,

Os efeitos catalizadores do dinitrofenol levaram CUTTING e TAINTER (1933)
a hipbtese de que essa substfncia poderia substituir a tiroxina, o que a torna
ria indicada no tratamento de pacientes com hipotireoidismo, Todavia, nas expe
riéncias feitas por esses autores, embora o dinitrofenol provocasse uma ativa-
cao metabdlica maior do que a da tiroxina, aquela substfncia nao se mostrou ca
paz de mimetizar os outros efeitos hormonais da ultima, Concluiram, por isso,
que os efeitos hormonais da tiroxina nao dependem da ativagao do metabolismo,a
fastando, assim, a hipbtese anteriormente formuladas

Na mesma linha de pesquisa, TAINTER et al, (1,933) registraram que a pre-
senga da insulina ativa & necessaria para que o dinitrofenol desenvolva sua
acao, visto que o dinitrofenol, quando administrado a caes pancreatectomizados,
provocou nos mesmos forte intoxicagao, que os levou a morte, mesmo antes  que
o aumento da respiracao e da temperatura atingissem o mhximo, A hipdtese de
que a acentuagao da acidose diabética poderia ser considerada a causa de morte
repentina por acao do dinitrofenol, foi refutada pelos autores, visto que as
alteracoes, tanto dos valores de pH, quanto dos de reserva alcalina do sangue,
foram incimpativeis com tal eventualidade,

A preocupagao com o possivel efeito prejudicial do dinitrofenol sobre a
eficilncia de drgaos importantes do corpo, levou SCHULTE e TAINTER (1.934)a es
tudar o efeito dessa substfncia sobre a funcao renal, Tais autores administra-
ram esse produto diariamente a coelhos, em doses crescentes, inclusive as fa-
tais, por injecao subcutfnea, durante um periodo de 77 dias, Os dados obtidos
pela determinacao quantitativa dos elementos componentes do sedimento urinario
se situaram sempre entre as variacoes diarias normais, considerando-se tanto a
media dos resultados do grupo tomado como um todo, quanto os obtidos  indivi-
dualmente de cada animal. Esses resultados foram confirmados nos exames histo-~
1égicos dos rins desses coelhos, feitos por D,A, WOOD (cf, SCHULTE e TAINTER,
1,934), que nao acusou qualquer alteracdo patoldgica,

Também foi relatado por TAINTER et al. (1.934) que o exame anatomo-patold



gico do cerebro de 2 grupos diferentes de caes tratados com dinitrofenol, em do
ses de 5 a 10mg/Kg de peso, durante um periodo de 6 meses consecutivos, nao acu
sou anomalias, As verificacoes, a cada 3 semanas, da taxa de glicose e de albu~
mina uriniria, hemoglobina, hemhcias, leucOcitos e contagem diferencial das ce-
lulas sanguineas, feitas nesses animais, mostrou que nos dois grupos os niveis
normais nio sofreram alteracao. Do mesmo modo, o indice icterico, a capacidade
do sangue de se combinar com o oxiglnio e a fragilidade das hemacias nao mostra
ram desvios significativos dos padroes normais, As conclusOes desses trabalhos-
fortaleceram as indicacoes de CUTTING e TAINTER (1.933) a favor do uso clinico
do dinitrofenol, sem preocupagoes com 0s eventuais efeitos colaterais indeseja-
veis da droga.

O efeito do dinitrofenol sobre o metabolismo dos lipidios foi estudado por
WINTER et al, (1.934), que o administraram em doses de 1mg/100g de peso a  um
grupo de ratos submetidos a dieta sugerida por CHANUTIN & LUDEWIG (1.933, cf,
WINTER et ala, 1934) e adaptada pelos autores, Puderam, assim, constatar um au-
mento dos niveis normais dos ésteres do colesterol sanguineo, acompanhado  de
uma ligeira reducio dos niveis sanguineo e hepatico dos acidos graxos, Tal au-
mento nzo foi compativel com a aceleragao do metabolismo,

Resultados semelhantes foram encontrados por CUTITING et al, (1.934) em pa-
cientes com hipotireoidismo, tratados com dinitrofenol, levando-os, por isso,a
concluir que a correlacao significante estabelecida entre as atividades do meta
bolismo basico e a concentracao do colesterol no sangue, deixa de existir quan-
do o dinitrofenol & aplicado, Além disso, as alteragbes da concentragao do co-
lesterol sanguineo nio est3o relacionadas diretamente com os efeitos metabOli~
cos da tiroxina, mas sim com outros efeitos hormonais da secrecao tireoideana,

A tireoidectomia e a adrenalectomia, segundo CUTTING et al, (1,933), nao
alteraram os efeitos comumente produzidos pelo dinitrofenol, e descritos acima,
o que foi aceito por eles como indicando que esses brgacs nao interferem no me-
canismo de acao da droga.

Visando investigar as alteracdes bioguimicas provocadas pelo dinitrofenol,
TAINTER et al. (1,935) estudaram o metabolismo e as alteracdes energeticas em
pacientes tratados com essa droga e submetidos a condigSes controladas, com dig
tas de valor caldrico baixo e conteGdo proteico minimo, Os resultados obtidos
nesse trabalho, a respeito da determinacao quantitativa dos metabdlitos compo -
nentes da urina, fezes e sangue, levaram 0s autores a concluir que a energia ex
tra do metabolismo, quando ele & ativado, e derivada, principalmente, da oxida-
c3o completa dos lipidios, e nao das protéinas ou dos hidratos de carbono. A au

séncia de alteracao dos niveis normais de amdnia e dos acidos org@nicos da uri-
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na indicaram que a oxidagac dos lipidios ocorre sem causar acidose ou formar

corpos cetdnicos,

A determinacao do nitrog®nio na urina e nas fezes, do nitrog@nio protéico
e nao proteico do sangue, da albumina uriniria, da ureia, do acido tirico, da
creatina, da creatinina na urina e no sangue, em amostras tiradas dos pacien-
tes tratados por TAINTER et al, (1.935), nao mostrou alteragoes significativas,
Além disso, a perda do peso (2-3 libras por semana) relatada por CUTTING et al.
(1,933) foi, tambéem, confirmada,

Em vista dos resultados mencionados, o dinitrofenol passou a ser usado,em
larga escala, no tratamento da obesidade e, segundo TAINTER et al. (1.933),com
SUCESSO0,

Por outro lado, desenvolveu-se uma serie de experimentos clinicos visando
investigar os eventuais efeitos terapeuticos dessa subst@ncia em outras condi-
coes patoldgicas, Assim, EMGE, WULFF e TAINTER (1.,933), apds implantarem fibro
sarcoma em ratos brancos, estudaram o efeito do dinitrofenol sobre o metabolis
mo das células de neoplasmas malignos, administrando-o, por um periodo de 3-4
semanas, nas doses necessarias para produzir um aumento maximo de temperatura-
de 2°C, Embora ndo tivessem notado alteragdes macroscopicas, as investigagdes-
microscOpicas revelaram que a apar@ncia citoldgica dos tumores nao era unifor-
me, manifestando vascularidade aumentada e alteracOes celulares destrutivas.

Mais uma possibilidade do uso clinico do dinitrofenol foi sugerida por
LOONEY e HOSKINS (1,934). Os autores empregaram essa subst@ncia no tratamento
de esquizofr@nicos, com o intuito de aumentar o nivel do metabolismo bésico,ng
tavelmente baixo nesse tipo de pacientes, Tal substfncia foi administrada em
doses de 3_4mg/kg de peso, por um periodo de 49 dias, retirando-se dos pacien-
tes, semanalmente, amostras de sangue para determinacao do teor de nitrogénio,
glicose, colesterol, acido latico, glutatizo, didxido de carbono, oxiglnio e
do pH, Tambem foi determinado o teor de nitrog®nio na urina.

Segundo LOONEY e HOSKINS (1,934) o metabolismo dos esquizofr@nicos foi au
mentado em 50 %, sem que notassem alteragOes na pressao sanguinea, na tempera-
tura ou grande perda de peso, Nesses pacientes, observaram, no inicio, um au~
mento do teor de nitrog@nio n3o proteico e do nitroglnio da uréia e do acido 4
rico, Tal aumento, porem, foi desaparecendo sem que houvesse necessidade de se
interromper o tratamento. A variacio dos niveis de colesterol e de acido lati-
co, embora consideravel, nao mostrou uma tend®ncia consistente,

A contra-indicacao do uso do dinitrofenol surgiu no trabalho de BOARDMAN
(1.935), 0 qual registrou o rapido desenvolvimento de um tipo nao especificado

de catarata, em pacientes do sexo feminino tratados com essa substfncia por



tempo prolongado (superior a 8 meses), Simultaneamente, HORNER, JONES e BOARD-
MAN, (1,935) publicaram um relatdrio sobre tres casos nos quais ocorrera O mes-
mo fenBmenos Segundo eles, a idade dos pacientes (50, 36, 30 anos) e a ausncia
de qualquer outro fator ac qual se pudesse atribuir o desenvolvimento de catarag
ta, sugerém ser o dinitrofenol a causa dessa doenca., Tal conclusao foi confirma
da por BARKAN et,al.(1936),0s quais registraram varios casos de catarata,de um
tipo incapaz de ser identificado por eles, em pacientes anteriormente tratados
com dinitrofenol, Segundo esses autores, todos os pacientes pertenciam ao sexo
feminino, haviam sido tratados com o dinitrofenol por causa de obesidade,acusan
do, aliés, perda de peso, Nenhuma dessas pacientes sofria de qualquer deficién.
cia visual antes do inicio do tratamento com o dinitrofenol, alem do que, esta-
vam incluidas em faixa etaria que nao permitia atribuir a idade valor importan~
te como causa de catarata,

A relagao direta entre o mecanismo de agao do dinitrofenol a &sse tipe de
catarata nao foi esclarecida, porem BARKAN et als, (1¢936) sugerem que 0 meca-
nismo responsavel pelo desenvolvimento dessa anomalia ocular associada ao trata
mento com o dinitrofenol seja o mesmo que MULLER e BUSCHKE (14934), STRAUSS e
WALTER (1.934), BELLOWS (1.936) e FISHER (1.934), (cf. BARKAN et al,,1,936) pro
puseram para explicar a catarata causada por naftalina e a catarata senil, Em
outras palavras, haveria o desaparecimento do 4cido ascérbico do humor aquoso
e do cristalino, destruindo-se assim, ¢ sistema de auto-oxidacao desse ultimo,

A hipbtese proposta por BOARDMAN (1,935) e BARKAN et al. (1,4936), na qual
0s autores associam o desenvolvimento rapido da catarata com a administracao de
dinitrofenol nao foi aceita por BORLEY e TAINTER (1,937) e por TAINTER e BORLEY
(14938)s

Os primeiros relataram que a aplicacac in vitro de tal substBncia a capsu~
las do cristalino nao provocou alteragdes na permeabilidade dessas membranas.
Por outro lado, TAINTER e BORLEY (1,938) realizaram uma série de experi®ncias
visando investigar o possivel desenvolvimento de catarata em animais tratados
com dinitrofenol e submetidos a condigSes controladas, Assim, dois grupos de
ratos albinos, de peso medio de 34 a 369 que foram submetidos a dietas especi -
ais deficientes em vitaminas A e B2, contendo dinitrofenol na concentracao de
1 %, vieram a morrer depois de wm periodo médio de 58 dias, Um exame cuidadoso,
com oftalmoscopio, dos olhos dos ratos utilizados nesse trabalho, foi feito a
cada dois dias, durante o pefiodo da experiéncia. Nenhum dos exames, segundo es
ses autores, acusou alteragdes no cristalino desses animais, que pudessem ser
associadas com a manifestacao de catarata,

Uma experi®ncia semelhante foi realizada, ainda por eles, em cobaias, para



estudar os efeitos do dimitrofenol sobre o cristalino desses animais submetfi -
dos a dieta deficiente de vitamina C, Também nesse caso nac foi registrada
qualquer alteracao no cristalino, mesmo quando a defici®ncia de vitamina C se
tornava fatal.

Tais resultados. levaram TAINTER & BORLEY (1,938) a concluir que nao hi e~
vidfncias experimentais de que o dinitrofenol produza. alteragOes no cristalino
capazes de provocar-a catarata, mesme quando essa droga'é-aplicada em concen -
tracoes maximas toleraveis, em animais em condigOes deficientes.de vitaminas A,
B2 e C,

Alem das contra-indicacoes.do uso do dinitrofencl sugeridas por HORNER et
ale (1,935) e BARKAN (1.936), uma série de relatdrios. publicados acusaram Vo~
rias manifestacoes de efeitos colaterais indesejaveis dessa subst@ncia, Dentre
eles figuram os de FRUMESS (1,934), constatando o desenvolvimento de. erupcoes
na pele(algumas vezes eram, certamente, alérgicas, por efeito de doses nao
tbxicas do dinitrofencl); de DINTENFASS (1.934), relatando que o dinitrafenol
provocou, em um paciente tratado por -ele, dores, fraqueza e hipo-acusia; ¢ de
BOHN (1.934) acusando o desenvolvimento da esternalgia. agranulocitica numa. jo-
vem de 19 anos que tinha tomado dinitrofenol.para reduzir seu pesoO.

Aqui, porem,e importante acentuar que a disponibilidade do ~ dinitrofenol
ampliou largamente seu uso descontrolado no tratamento da obesidade, em muitos
casos sem orientacao medica e em doses exageradas, Isso, provavelmente, inten-
sificou o aparecimento de casos com efeitos colaterais indesejéveis, 0 que pro
vocou forte abalo no prosseguimento. do emprego e das investigacoes sobre esse
produto quimico,

Por volta da década de 50, entretanto, o interesse dos pesquisadores pelo
dinitrofenol tornou-se novamente acentuado, embora.sem visar aplicacQes préggu
cas imediatas.

Assim, LOOMIS e LIPMANN (1,948) nos seus estudos sobre a fosforilagao oxi
dativa no sistema aerbbico, relataram o efeito desacoplador do dinitrofenol so
6 inibiu -sen .
sivelmente a esterificacio do fosfato inorglnico, sem afetar a-oxidagao, Tal

bre tal processo, A subst@ncia aplicada em concentragﬁo de 5 x 10~

efeito mostrou-se -reversivel quando o dinitrofenol foi retirado do-meio.Resul
tados semelhantes aos de LOOMIS e LIPMANN, foram obtidos por CROSS et als(1949).
JUNQUEIRA & BELGUELMAN (1,955) . estudando o mecanisme de agao do - composto
48-80 (produto da condensacdo do. pemetoxi-fenetil-metilamina com formaldeldo )
sobre os mastdcitos de ratos, utilizaram o dinitrofenol, entre outros inibido-
res metabOlitos, visando verificar a possivel interfer@ncia do metabolismo ce-

lular em tal acdo, O.dinitrofenol, gquando aplicado em doses de 0,12 X 1073 a



0,433 x 10"2 M inibia a extrusdao dos grinulos dos mastocitos tratados posterior
mente com o composto 48-80, resultado que sugere, segundo os autores, que 08
processos da fosforilacao estao envolvidos no mecanismo da agao de tal compos-
to.

PARKER, BARNES e DENS, 1,951 (cf. BARNES et ale, l¢955) observaram que o
rigor mortis se desenvolve rapidamente nos animais envenenados fatalmente com
o dinitro-ortocresol, Tal observacao levou BARNES ¢ DUFF, 1,954, (cf. BARNES -
et al,, 1,955) a estudar o efeito do dinitrofenol sobre misculos estriados iso
lados. Segundo esses autores, quando o dinitrofenel era adicionado ao banho no
qual o misculo ficava suspenso, induzié uma forte contragao, cuja recuperagao
se iniciava lentamente, uma hora apos a adicao da droga, Quando o dinitrofenol
era adicionado em concentracoes adequadas, © misculo respondia a estimulagio -
depois que a droga era removida. Esses resultados foram também observados por
CORI e CORI (1,936, cfe BARNES et al,, 1¢955), em musculos de sapo e por WEEKS
e CHENOWETH (1,952), em preparacao isolada do misculo esquelético de mamiferos
(diafragma de rato).

Continuando as suas investigacOes, BARNES et als (14955) estudaram o com-
portamento do misculo estriado de mamiferos em presenga do dinitrofenol,em con
® 21073
racao do nervo frénico do diafragma utilizada por esses autores, foi a de BUL-
BRING (1.,946), cf. BARNES et al. 1,955), modificada por BARNES e DUFF (1,953 ,
cf, BARNES et al, 1,955), € as miofibrilas foram preparadas e examinadas, Sse=
guindo a técnica de HANSON e HUXLEY (1,953, cf, BARNES et ale, 14955).

Segundo BARNES et al,, (1.955), quando o dinitrofenol era adicionado em

centracoes de 10~ M, por periodos de 1/2 a 2 horas, A tecnica de prepa

concentragao de 10'4, a contratura muscular se iniciava decorridos 3-6 minutos
apos a adicao, e se desenvolvia rapidamente, atingindo o méximo, nos 10 minu -
tos seguintes, 0 grau de desenvolvimento de tal contratura, aumentava propor-
cionalmente a concentragao da droga, Em certas preparagSes, a contratura podia
se manter por uma hora, antes que o musculo iniciasse lentamente o relaxamento
(retirando~se ou nao o dinitrofenol), atingindo seu comprimento original duran
te 0s 60 minutos seguintes,

Tendo por objetivo interpretar tais alteracocs do comportamento muscular
por efeito do dinitrofenol, BARNES et al, (1.955) estudaram as alteragdes bio-~
quimicas encontradas, precisamente apds o tempo de incubacao do dinitrofenol ,

registrando os seguintes resultados:

1, a contratura estava associada a uma queda significante nas concentra-
goes das ligagGes de fosfato de alta energia, nao havendo recuperacao,

caso o0 relaxamento subsequente ocorresse em presenca de dinitrofenol;



2, quanto maior a concentracao usada de dinitrofenol, maior a queda «¥. do

contetdo muscular de ATP e dos nucleotideos adenilicos totais;

° M e 107 M), se

guida de lavagem, foi registrada uma recuperagao significativa na con-

3. apds uma incubacac de 30 minutos com dinitrofenol (10~

centracao de ATP, fato que nao ocorria quando essa droga era aplicada
em concentracao de 1073 M, Tal recuperacao mostrou-se associada a uma
certa excitabilidade, nessas preparacoes. De qualquer modo, nem a capa
cidade de contragao, nem a concentragao de ATP, foram completamente re

cuperadass;

4, quando a preparagao cra mantida em condicoes de anoxia nitrogenada, a
contratura produzida pelo dinitrofenol era mais rapida que a usual,em-
bora a preparacdo nac se mostrasse significantemente mais sensivel a
doses baixas de dinitrofenol, O relaxamento tambem ocorria mais rapida
mente nessas condicoes do que nas preparacoes oxigenadas. Além disso,
foi registrado um aumento no periodo latente antes da contratura,quan-
do o dinitrofenol era adicionado, e o0 grau de desenvolvimento da con -

tracao foi reduzidoj

5. as miofibrilas isoladas nao responderam ao dinitrofenol, o que mostra-

~ A . . ~
va que a contratura nao se devia a despolarizagao.

Baseados nos resultados mencionados, BARNES et al, (1.955) concluiram que
0 dinitrofenol afeta os sistemas metabdligos responsaveis pelo comportamento -
integrado do misculo estriado, alem do que, a perda e a recuperagao da fungao
estao relacionadas com as alteracoes da concentracao de ATP e da capacidade de
sintetizar o glicog®nio,

0 efeito do dinitrofenol sobre a tensﬁo, consumo de oxigénio ecnmcentraﬁb
de ATP no misculo liso foi estudado por BORN e BULBRING (14955). Os autores re
lataram que a tensao, a atividade espontinea e o consumo do oxig@nio foram au-
mentados quando esse produto foi aplicado em concentracoOes baixass A concentra
cao do ATP n3o foi alterada em tais concentracoes,

KRAATZ e TRAUTWEIN (1,957) aplicaram o dinitrofenol em uma preparacao neu
romuscular do misculo extensor do 42 dedo e musculo sartdrio do sapo.Quando o
dinitrofenol foi adicionado a preparagac, em concentragao 0,2 M, foi registra-
da uma queda na amplitude, sem haver recuperacao em presenca da droga, Levando
em consideracao a semelhanca de acao do dinitrofenol com a da fadiga muscular,
esses autores sugeriram que o mecanismo de acao dessa substlncia, como reduto-

ra do potencial de repouso, seria O mesmo que ocorre no estado de fadiga, isto
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&, ou uma diminuicBo no nimero de quanta (referindo-se a teoria da  liberagao
de acetilcolina em quanta e nao em fluxo) ou uma diminuicao das ligacdes de
fosfato de alta energia disponiveis, diminuindo, assim, 0O contetdo de acetilco
lina de cada quantum,

Ainda no mesmo trabalho, KRAATZ e TRAUTWIN (1,957) constataram que a libe
racao espontinea de acetilcolina (freqﬁéncia e amplitude dos potenciais espon-
tlneos), estava aumentada no misculo intoxicado por dinitrofenol, Concluiram,
baseados em seus resultados, que a intoxicagao por dinitrofenol comegava  hnas
proximidades das terminacoes nervosas, O que provocava progressiva desorganiza
cao e destruicao, com diminuiczo da resist@ncia, da membrana pré-sinaptica.

0 efeito glicogenolitico do dinitrofenol, ou seja, quebra do glicog®nio e
aumento do acido lético, poderia ser explicado por uma possivel acao exercida
sobre o sistema responsavel pela quebra do glicog®nio, isto &, sobre o sistema
fosforilase,

Assim, CORI e ILLINGWORTH (1.956) adicionaram a dinitrofenol em concentra
¢Oes de 107 M e 1070 ¥ a una preparacao isolada do musculo sartorio do sapo,
em condicGes aerdbicas, por periodos de 30 a 60 minutos, com ou sem pre-incuba
gao de 30 minutos com adrenalina, A atividade da fosforilase a (enzima ativa),
em concentracoes iniciais elevadas no mﬁsculo, ficava reduzida, ao passo que,
em baixas concentragaes, nao mostrava alteragao, Resultados semelhantes foram
obtidos utilizando a cafeina, ao inves do dinitrofenol,

Nesse trabalho de CORI e ILLINGWORTH (1,956) pode-se ressaltar as seguin-

tes dedugoes desses autores:

le a glicogenélise, aparentemente, pode ser acelerada por efeito do dini-
. . R .
trofenol, quando o contelido da fosforilase a no musculo, no inicio da

. . ., ‘. .
experi®ncia, e muito baixo;

2, para haver uma ativacao da glicogen&lise, un aumento da atividade da

. . . L
fosforilase a parece indispensavel;
. . . ’ . .
3. a acetilcolina também tende a reduzir o conteldo da fosforilase ativa;

4, o aumento do fosfato inorganico durante a contrag%o, favorece a ativa-

~ . . . , .
cao da fosforilase no sentido da glicogenolise;
5, ao contrario do esperado, a concentraggo do fosfato inorgfnico duran-

~ . . . . 3
te a agad da adrenalina parece ficar diminuida,

Investigar o efeito direto do dinitrofenol sobre o metabolismo da fosfori

lagao e da respiragao dos tecidos condutores, sob condicOes experimentais idég
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ticas aquelas usadas na mensuracdo do fenBmeno bioelétrico e a troca idnica ’
foi o objetivo principal do trabalho de ABOOD et al., (1.9561). Os efeitos des
sa droga em concentracao de 0,01-1 mM sobre o potencial de acao e de repouso
das fibras musculares, foram observades por um periodo de duas horas, regis-
trando-se, assim, uma queda do potencial de repouso, proporcional ao aumento
da concentracao do dinitrofenol,

Em concentracoes de 0,01-0,05 mM de dinitrofenol, o registro da queda
do potencial de repouso nunca foi menor do que 60 mv e nao foi notado, nessas
condi¢Oes, nenhuma alteracao da excitabilidade das fibras, Entretanto, na .a-
plicacao de 1 mM, durante um periodo de 60 a 120 minutos, a maioria das fi-
bras mostrou um potencial de repouso menor que 60 mv, com perda total da exci
tabilidade,

Tambem foram estudados no mesmd trabalho, os efeitos de varias concentra
coes de dinitrofenol (0,001-1 mM), Sobre as concentracOes de potassio e de so-
dio intracelulares, Assim, ABOOD et al, (1,961) constataram que os niveis de
sddio nao foram afetados por uma concentracao de 0,01 mM de dinitrofenol, en-
quanto que os de potassio foram reduzidos em 22 %, O aumento maximo da concen
tragao de sbdio (30 %) foi atingido com o emprego de uma concentracao de
0,1 mM de dinitrofenol., Em relacao ao potassio, a sua concentracao diminuiu -
proporcionalmente ao aumento de concentracao do dinitrofenol,

BEANI et al,, (1.966) relataram que a secrecao de acetilcolina no dia-
fragma indiretamente estimulado foi inibida pelo dinitrofenol, Tal efeito mos
trou-se diretamente relacionado com a concentragao do dinitrofenol, estimula-
gao e temperatura, Segundo esses autores a secregao de acetilcolina, em repou
so0, nao foi afetada, nem a atividade da transferase da acetilcolina,

0 efeito do dinitrofenol sobre o sistema fosforilase voltou a ser estuda
do por SIMOES ot al, (1,969). Os autores aplicaram essa substincia por inje-
gao subcutlnea em doses de 245 mg/Kg de peso, a um grupo de coelhos adultos
(peso 2,000 a 3,000 g), retirando amostras de sangue e de mﬁsculo, simultlnea '
mente, para determinar o conteudo de acido latico e a atividade das fosforila
ses, Segundo os autores, a incubacao prolongada (até 160 minutos) de  sangue
com dinitrofenol, nao mostrou alteracoes significativas.

As determinacOes feitas em varios tempos mostraram o aumento do conteudo
muscular e sanguineo do acido latico, enquanto que a fosforilase b se mostrou
bastante inibida,

0 quadro construido com os resultados mencionados, indica, claramente, a

vasta atuacao metabblica do dinitrofenol conferindo-lhe uma importancia espe-
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cial como indutor ativo de varias alteracOes metabdlicas, em diversas diregoes,
atuagao esta, que ainda pode, eventualmente, ser teraptuticamente melhor explo
rada. Por outro lado, o dinitrofenol podera vir a ser de grande utilidade no
campo das investigacgoes biOquimicas, servindo de instrumento para  esclarecer
varios mecanismos metabdlicos ainda obscuros,

£ obvio, porem, que para colocar em pratica essas possibilidades, o escla
recimento do mecanismo da agao do dinitrofenol e indispensavel, Tal mecanismo,
em v?sta dos resultados mencionados, nao esta ainda esclarecido, muito embora
uma aproximagao a respeito tivesse sido oferecida no trabalho de FOCESI JR et
al. (1,969). Nesse trabalho, foi relatado um aumento no contettdo da fosforila-
G20 a em ratos envenenados com dinitrofenol (2,5 g/1005 de peso), explicando -
-se tal aumento como decorrente de uma ativagao da quinase da fosforilase b,
enzima responsavel pela transformagao da fosforilase b (enzima dependente da
AMP) em fosforilase a (enzima independente), No mesmo trabalho foi registrado
um aumento acentuado do contelGdo do acido latico no sangue dos animais estuda-
dos, o que sugere, fortemente, segundo esses autores, que o mecanismo de agao
do dinitrofenol & semelhante ao dos demais agentes glicogenoliticos.

0 mecanismo sugerido para explicar o aumento no conteudo da  fosforilase
a encontrado nos mbisculos de animais tratados com dinitrofenol foi esquematiza
do por DRUMMOND et al. (1.969). Esses autores relataram que o aumento do con-
telido da fosforilase a & a conclusio de uma série de reagdes iniciada pela ati
vagao da ciclase de adenila por efeito da adrenalina, A ciclase de adenila e a
enzima responsavel pela formagao de 3', 5' - monofosfato ciclico da adenosina
(AMP ciclico) a partir de trifosfato de adenosina (ATP). O AMP clclico,por sua
vez, estimula a quinase protéica dependente de AMP ciclico, enzima essa i que
atua na transformacao da forma inativa da quinase da fosforilase b em sua for-
ma ativa, O aumento do conteudo da forma ativa da quinase de fosforilase b ace
leraré, por sua vez, a transformacao da fosforilase b em a, e consequentemente
a degradacao do glicog@nio,

Um outro meio de ativar a formagao de fosforilase g foi sugerido no tra-
balho de DANFORTH et al,, 14962 - (cf, STULL e MAYER, 1,971). Nesse trabalho -
os autores relataram que a ativacao maxima da formacao da fosforilase a foi
conseguida em 3 segundos, submetendo-se o masculo sartdrio de sapo a estimulo
eletrico tetfnico,

Dois fatos sugerem, fortemente, a possibilidade de o sistema fosforilase
poder ser estimulado por outros mecanismos, alem daquele determinado pelo aue

L4 L . . ~ .
mento do conteudo de AMP ciclico e, consequentemente,da ativagao da quinase de



fosforilase a (mecanismo adrenérgico), S3o eles:

1, a adrenalina também aumenta a formacao da fosforilase a, embora neces-
site de tempo relativamente bem maior para atingir o valor maximo  da

sua agaoj;

2, 0 uso de bloqueadores beta-adrenérgicos (dicloro-isoproterenol) inibem
a acao da adrenalina sobre o sistema fosforilase, ao mesmo tempo  que
n3o afetam a ativagdo da formagzo da fosforilase a induzida pelo esti-

mulo eletricos

Varias evidfncias favoreciam essa sugest@o, Assim, POSNER et als (14965 )
observaram que a estimulacao elétrica de misculos de sapo; bem como de muscu-
los esqueléticos de ratos, aumenta o contelido da fosforilase a e da forma ati-
va da quinase da fosforilase bs O contelido muscular de AMP ciclico durante a
experi®ncia mostrou-se, segundo os autores, inalteravel,

A ativagao da transformagao da fosforilase b em a, sem qualquer alteracao
no contetido de AMP ciclico foi tambem relatada por DRUMMOND et ale, (1,969), os
quais ainda informaram que aquela ativagao ocorreu sem qualquer aumnento detec-
tavel na forma atiya da quinase de fosforilase Q,

Os resultados de DRUMMOND et al, (1e969) fizeram, portanto, com que a hi-
potese anteriormente sugerida, de que a formagao da fosforilase a pode ser ati
vada atraves de diferentes mecanismos, ficasse plenamente comprovadas

O fato de que os resultados de DRUMMOND et al. (1,969), foram constatados
em misculo sartbdrio do sapo e no diafragma do rato, bem como in vivo, no miscu
lo gastrocn®mio do rato, durante contracao induzida por estimulo elétrico,per~
mitiu-nos vislumbrar wn outro mecanismo, atraves do qual a formagao da fosfori
lase g poderia ser ativada, Tal mecanismo seria a contracao muscular,

Essa sugestao encontrou uma base nas observagoes registradas por CORI &
ILLINGWORTH (1,956), os quais relataram que a ativacao da glicogendlise,obser-
vada no mﬁsculo%durante a contragao, atinge niveis muito maiores do que 0s Ob-
servados quando o misculo & submetido a agdo da adrenalina e, para explicar eg

sa observacao, conclulram ser indispensavel, uma ativagao da fosforilase a,



I,2 - OBJETIVOS DO PRESENTE TRABALHO

Na caminhada racional na linha de investigacao visando ao esclarecimento
do mecanismo de agao do dinitrofenol como agente glicogenolitico e, consideran
do a constatacao feita por FOCESI JR, et al. (1.969) a respeito da exist®ncia
de um aumento de conteudo da fosforilase a em misculos esqueléticos de animais
tratados com dinitrofenol, tornava-se premente o estudo dessa agao,através dos
dois mecanismos tidos como responsaveis pela ativacao da formacao da fosforila
se ae Em outras palavras, tornava-se necessario investigar se o efeito glicoge
nolitico do dinitrofenol se da atraves do contefido de AMP ciclico e, consequen
temente, da forma ativa da quinase da fosforilase b, ou se esse efeito decorra
do desencadeamento do processo da contragao muscular, mecanismo pela qual * a
fosforilase a fica bastante aumentada.

Para averiguar a veracidade, tanto do primeiro proposito (a ativagao da
ciclase da adenila e desencadeamento da serie das reacoes consequentes), quan-
to do segundo (a indug3o da contragao muscular), tem-se que admitir que a adre
nalina deve ter import3ncia relevante,

Os resultados obtidos por EL-GUINDY, SEKINO, TAHIN & FOCESI JR, (1.970),,
mostraram que o efeito glicogenolitico do dinitrofenol fica inibido quando es-
sa substfncia & administrada a animais previamente tratados com alfa-metil-do-
pa (AMD), droga conhecida como inibidor competitivo da biossintese da adrenali
na. Tais resultados sugerem, fortemente, uma possivel correlacio entre o meca-
nismo de agao do dinitrofenol como agente glicogenolitico, e 0 da adrenalina
na glicogendlise,

Essa eventual correlagao poderia decorrer de duas alternativas que nao

sa0, obrigatoriamente, mutuamente exclusivas:

a) aumento dos niveis da adrenalina, por descarga das reservas desse hor-
mdnio, ou por ativagao da biossintese do mesmo, Tal aumento se reflete
diretamente no aumento de contelido de AMP ciclico, segundo LARAIA &
REDDY (1.968), NAMM et als (1.,968) e MAYER et al. (1.970);

b) potencializagdo da ac2o da adrenalina sobre a forca da contracao muscu
lar e, consequentemente, sobre a fosforilacao e a ativacao da fosfori-

lase a, ou seja, sobre a transformagao da fosforilase b em a,.

A veracidade da primeira situagao poderia ser investigada atraves da de-
terminagao do . nivel sanguineo das catecolaminas em animais tratados com dini-

trofenol,



Independentemente de serem os niveis das catecolaminas alterados signifi
cativamente ou n'é{o, a segunda situacao poderia ser investigada atraves da de-
terminacao da agao do dinitrofenol sobre a forga da contracao do misculo car—
diaco, em animais tratados com essa substfncia e da verificagao posterior de
tal acao em preparacoes isoladas de mﬁsculo, na presenga e na ausncia da .a-
drenalina,

Por outro lado, o envolvimento da adrenalina no mecanismo de agao do di-
nitrofenol sobre a forca da contraczo muscular, poderia ser investigado atra-
ves de uma andlise espectrofotométrica do plasna de ratos envenenados antes e
depois da adsorgao das catecolaminas,

Essas investigacOes constitulram os objetivos do presente trabalho,
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II - MATERIAL E METODOS

IL,1 - DETERMINAGAO DO CONTEUDO SANGUINEO DAS CATECOLAMINAS EM RATOS TRATADOS
E NAO TRATADOS COM DINITROFENOL

A técnica empregada na determinacao espectrofotofluorometrica das cateco-
laminas foi a descrita por ANTON e SAYRE (1,962), a qual se baseia na oxida-
cao dessas substancias (adrenalina ou noradrenalina) transformando-as nos seus
derivados fluorescentes (tri-hidroxi-indol), os quais foram submetidos a anali
se espectrofotofluorométrica, A Fig, 1. resume os passos quimicos da transfor-
magao das catecolaminas em derivados tri-hidroxi-inddlicos, atraves da oxida-

¢cao pelo ferrocianeto.

.~ B
- /

~
HO\(/ CH"CH2"N\R
’ pH 6 -~ 7
P i oxidante

HOL N om
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tri-hidroxieindol

Fig. 1, Resumo dos passos bioquimicos da transformacao das catecolaminas em de
rivados tri-hidroxi-indolicos, atraves da oxidagao pelo ferrocianeto,
Adrenalina R=H

Noradrenalina R = CH3
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O processo experimental foi dividido, arbitrariamente, em dois passos, ou
seja, extracao e oxidacao, fazendo-se depois disso, a leitura da intensidade
] ’ [} ?

da fluorescéncia relativa dos produtos formados por oxidacaoc.

o o oo e dna

 Para a extragao das catecolaminas do plasma, utilizaram-se 200 ratos ma-
chos, de peso medio de 250 ge Todos esses ratos foram cedidos gentilmente pela
Divisao de Animais do Instituto Bioldgico de Sao Paulo,

Os 200 ratos foram distribuidos casualmente em 20 grupos iguais, a metade
dos quais foi utilizada como controle, Os outros 10 grupos foram injetados com
dinitrofenol na dose de 2,5 g/ 100 g de peso do animal, uma hora antes de ini-
ciar o experimento,

Os ratos foram anestesiados com pentobarbital sodico na dose de 30 mg/ kg
de peso e heparinizados com Liquemine na dose de 500 ul por rato, O sangue des
ses animais foi recolhido da artéria cardtida, na presenca de metabissulfito -
de sbdio em concentragao de 0,5 mg/hl e rapidamente centrifugado em centrifuga
refrigerada a 19,000 xg a 1000, duranfe 10 minutos,

As protelnas plasmaticas foram precipitadas pela acio do perclorato, As-
sim, 30 ml do plasma foram transferidos para um tubo de centrifuga de polieti~
leno, no qual foi adicionado o ac¢ido percldrico concentrado (11,6 N) até a con
centragao 0,4 N do acido, O tubo foi fechado, agitado vigorosamente durante 5
minutos e depois centrifugado a 19,000 xg, por 10 minutos,

0 volume do sobrenadante foi completado, quando necessério, para 25 ml =
com HClO4 0,4 N e transferido para um tubo de centrifuga de 50 ml, contendo -
400 mg de oxido de aluminio (Voelm natural activity grade 1) ativado pelo pro-
cesso de ANTON e SAYRS (1.962) e 200 mg de acido etileno diamonotetraacéetico -
~disbdico (EDTA),

0 pH da mistura foi ajustado em potenciBmetro até 8,6, sob agitacao meci-
nica rapida e constante, Apos esse ajustamento, sendo agitada por mais 5 minu-
tos apés 0 que, foi levada 5 centrifugacao a 19,000 Xg, & IOOC durante 10 minu
toss O sobrenadante, do qual as catecolaminas foram adsorvidas pelo oxido de
aluminio, foi desprezado,

. 0 precipitado (A1203) foi levado com 10 ml de ggua bidestilada com EDTA
(1g/1litro) arrolhando-se o tubo e agitando~se~o0 durante 2 minutos, O tubo foi
centrifugado em seguida, em centrifuga clinica; durante 1 minuto, desprezando~

L .
~S€ a agua, ao final,
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Essa lavagem foi repetida quatro vézes, apos o que, as catetolaminas foram
eluidas por agitacgo vigorosa de A1203, durante 15 minutos com 3 ml de HClO4
0,05 N, Interrompendo-se a agitagao, 0 sobrenadante contendo as catecolaminas -~
foi transferido para um tubo de centrifuga de polietileno e centrifugado duran-
te 10 minutes a 30000 xg a lOOC. 0 extrato claro, separado por essa centrifuga,

foi submetido ao passo experimental descrito em seguida,

s s e e e e sy e o o S e e oy o e S e e e st o e

A uma aliquota de 0,2 ml do extrato, transferida para um pequeno tubo de
ensaio, foi adicionado, sob agitagao rapida, 0,1 ml de tampao de fosfato O0,5N,
PH 7. A seguir adicionou-se 0,02 ml de ferricianeto de potassio (0,25 %), recem
preparada, que era misturada rapidamente, O tubo, mantido em repouso durante 1
minuto, tinha a reagao interrompida pela adicao de 0,20 ml da solugao ascorbato
alcalino, preparado imediatamente antes do uso, com breve agitagao. Decorridos
15 a 30 segundos, adicionava-se 0,5 ml de agua bidestilada, agitando-se o tubo
fortemente,

O contelido do tubo foi transferido para a cubeta e a intensidade da £luo-
rescéncia relativa foi lida no espectrofotofluorSmetro Aminco Bowman, utilizan-
do-se o tubo fotomultiplicador R,C,A, IP-21, Tais leituras foram sempre tomadas
apos um minuto da adicao do escorbato alcalino e antes de decorridos 5 minutos
de tal adicao,

O aparelho foi sempre testado antes de ser posto em uso, com uma solugao -
de sulfato de quinina (0,1 mg/ml em acido sulfrico 0,1 N) e com solugdes pa-
droes de adrenalina e noradrenalina., Esses testes foram sempre repetidos durane-
te a experitncia,

A intensidade da fluoresc@ncia relativa de cada amostra foi tomada em pH
7 e, logo depois, o pH da mesma amostra foi ajustado para pH 2, com HCl 5N, re-

petindo-se a leitura,

e e g s sy
==

Oé niveis de catecolaminas encontrados no sangue de ratos nao tratados fo-
ram tomados como controle, O "branco" foi obtido utilizando-se a mesma  tecni-
ca, com omissao da aplicacao de K3Fe (CN)6, adicionando-se 0,02 ml de agua ao
inves desse reagente,

Com a finalidade de concluir qual o nivel de recuperacao das catecolaminas

adsorvidas pelo o0xido de aluminio, submeteu-se uma série de solucdes de adrena-
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lina e outra de noradrenalina (20, 40, 60, 80 e 100 mug/ml) a tecnica menciona
da, omitindo-se ou nao o passo da absorgao com oxido de aluminio e, consequen-
temente, da eluicao em acido percldrico 0,05 N, As curvas dos resultados obti-
dos nesses dois experimentos foram utilizados para obter o nivel de recupera-
cao conseguido atraves dessa técnicas

Solucoes padroes de 50 mpg/hl de ambos as catecolaminas foram submetidos
a mesma tecnica., Tais solugOes serviram como padroes externos,

Os padroes internos foram obtidos pela adicao de adrenalina e de noradre-
nalina ao plasma antes de iniciar o passo da oxidagao, nas quantidades necessi
rias para atingir a concentragao final (da substincia adicionada) de 50 mug/ml,

Todas as leituras e os registros foram tomados, obedecendo os seguintes -

parimetros;

A - Para o sulfato de quinina

Arranjo de fendas 3-2-3, 3-2-3, 2
Sensibilidade 50

M, M, 0,3

Excitacao 350 mi

Emissao 450 mU

B - Para a adrenalina

pH 2

Arranjo de fendas 5-4-5, 5-4-5, 5
Sensibilidade 50

M, M, 0,3

Excitacao 422 mu

Emissao 513 mu

C - Para a noradrenalina

pH 7

Arranjo de fendas 545, 5~4-5, 5
Sensibilidade 50

M. M, 0,3

Excitacao 409

Emissao 519



II,2 -~ A MEDIDA DO EFEITO DO DINITROFENOL SOBRE A RESERVA ADRENERGICA DO CONDU-
TO DEFERENTE,

O conduto deferente foi isolado do animal submetido a anestesia profunda
por incubagao com eter etilico, Apds dissecgio, lavava-se a luz do drgao com 3,0
ml de soluc3o nutritiva aquecida a 30°C, A seguir amarrava-se a porcao proximal
do mesmo (extremidade prostatica), num gancho de agao inoxidavel adaptado na ba-
se da cuba de vidro cuja capacidade era de 10 .ml¥, A porcao terminal ou epididi
mal era ligada por meio de um fio de linha 3 haste da alavanca isotdnica de ins-
cricao frontal que permitia uma ampliacao de 6 vRzes com carga de 500 mg, Efetua
va-se 0 registro em papel esfumagado adaptado ao cilindro de um quimbgrafo "Pale
mer',

Nesta cuba, o drgao era mantido em solucdo nutritiva a 30°C e aerada, O 11

quido utilizado apresentava a seguinte composicao (PICARELLE e VALLE 1,9469):

- Na cl 0,138 M
Kcl 0,0057 M
Ca cl, 0,0018 M
NaH2P04.H20 0,00036 M
' NaHCO, 0,015 M
Glicose 0,0055 M

Essa solugao foi preparada a partir de duas outras solugdes mais concentra-
das, uma contendo os cloretos e a outra o fosfato, Tais solugoes concentradas e-
ram, no momento de usar, convenientemente diluidas com agua bidestilada e desio=
nizada, e depois entao a glicose era adicionada, O pH do liquido nutritivo man -
tem-se em torno de 7,6,

Trinta minutos depois de adaptado o conduto deferente as condigles de anali

3 Meo

se experimental, o dinitrofenol foi adicionado na concentracao de 1 x 10~
efeito foi registrado durante 5 minutos,
Essa experi®ncia foi repetida fazendo-se uso da adrenalina ou a noradrena-

lina ao em vez do dinitrofenol,.



II,3 — DETERMINAGAO DA FORGA DA CONTRAGAO DO MUSCULO CARDIACO IN VIVO,

Para determinar a forca de contracao cardiaca in vivo, usaram-se 20 caes,
sendo 12 machos e 8 fémeas. O peso dos animais do sexo masculino variou entre
6 e 11 Xy, Os do sexo feminino variou entre 4,2 e 22,5 kg, Todos os caes foram
anestesiados com pentobarbital sodico na dose de 30 mg/kg de peso. A veia femo
ral desses animais foi sistematicamente canulada com uma c8nula de polietileno
para a introducao das drogas utilizadas.

A pressao arterial foi sempre tomada na artéeria carotida e registrada com
auxilio do fisibgrafo projetor (PMP-44, E & M Instruments Company, Inc,) utili
zando-se o transdutor miografico linear-Core (R), P-1000A da E & M. Introduzia
-se na traqueia, uma clnula de dupla abertura, tendo uma das suas saldas liga-
da ao respirador Takaoka, para garantir a sobrevivencia do animals. A outra sqi
da, habitualmente, permanecia fechada.

Em todos os caes foi feita uma incisao vertical mediana na parede ante-
rior do tdrax, mantendo-se as partes separadas com o auxilio de um afastador.i
pbs a incis3o do perichrdio, ligava-se o transdutor miografico Linear-Core(R),
F-50 da E & M, por meio de um fio ponta do coracao, em posicao livre de qual-
quer contato com os tecidos circunvizinhos que pudesse afetar o seu movimento
e a forca da contrac;'éo cardiaca era, entEo, registrada no fisic')grafo.

Apds toda a manipulacao cirurgica, cada animal foi heparinizado com 2,500
UI de Liquemine (Roche). Fez-se uso do Flaxedil, injetando-se-o em doses de
800 pg/kg de peso dos animais, para evitar a interferéncia do movimento da
respiracao no registro da forga da contracao.

0 funcionamento do sistema foi testado atraves da administrag%o da adrena
lina (Laboratério Paulista de Biologia) em doses de um e de meio ug/kg de peso
do animal,

Nos 20 caes utilizados administrou-se o dinitrofenol, em doses de 2,5 ,
3,5 €5 mg/kg de peso, doses estas preparadas a partir de uma solugao concentra
da de dinitrofenol a 10 mg/ml e com pH 7,

Em 5 dos 20 caes utilizados foi injetado isoproterenol em doses de 10 ug
/kg de peso, por via endovenosa, com o intuito de realizar o estudo comparati-
vo entre o efeito estimulador da forca da contracao cardiaca dessa droga e ©
de dinitrofenol, Em tais animais o dinitrofenol so foi injetado depois de pas~
sado o efeito do isoproterenol, ou seja, depois que a amplitude da forga da
contracao, anteriormente aumentada pelo efeito de tal substfincia, voltou a ser
apresentada no inicio da experi®ncia,

. . ~ . . . N
Umna experincia semelhante a mencionada acima foi realizada em outros 5



cges, fazendo-se uso da adrenalina em doses de 2 ug/kg de peso, ao inves do i-
soproterenol,

Visando investigar a hipotese proposta a respeito da participacao da adre
nalina no funcionamento do dinitrofenocl e, consequentemente, do seu envolvimen
to no mecanismo de agEo dessa droga, 5 caes foram tratados com bloqueador beta
-adrenergico (propranolol), antes de serem submetidos a aplicac3o do dinitrofe
nols O propranolol foi introduzido pela veia femoral em doses de 1,5 mg/kg de
peso do animal, Decorridos dez minutos da injeggo, o dinitrofenol foi adminis-

trado em dose de 3,5 mg/kg de peso,
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II,4 - MEDIDAS DA FORGA DE CONTRAGRO CARDIACA IN VITRO

Usaram-se 16 coelhos de ambos os sexos, de peso de 2,500 a 3,000 g, 0s
quais foram sacrificados com uma pancada ha cabeca e sangrados rapidamente, 0
torax desses animais foi aberto e a auricula foi imediatamente isolada e trans-
ferida para uma placa de Petri contendo solucao de Ringer-Lock (Nac1 0,8 % ;
CaCl, 0,24 % ; KC1 0,42 %; NaH003 0,1 % e glicose 0,2 %) continuamente oxigena-
da, Nessa solugao, a concentracao de cloreto de sbdio foi diminuida de 0,9 % pa
ra 0,8 % e a da glicose foi elevada de 0,1 % para 0,2 % (BARNES e DUFF, 1,954),
A preparacao da auricula isolada, imersa nessa soluggo, apresentou melhores con
di¢Oes experimentais,

Apos livrar as auriculas do sangue e da gordura, cada uma delas foi trans-
ferida para uma cuba de 50 cc com duas saidas, contendo a solugSo fisiolégica -
mencionada acima,

Uma das saldas da cuba foi ligada por meio de um tubo de borracha na fonte
de oxigénio, mantendo-se, assim, a solucao constantemente oxigenada. A outra -
salda foi ligada a um sistema de vacuo, que era colocado em funcionamento quan—
do se fazia necessario uma troca do meio, As auriculas foram sempre fixadas por
uma das suas extremidades ao fundo da cuba e 0 registro da forca de comtracao
foi conseguido com auxilio de uma alavanca de Starlin, a qual se ligava a ou-
tra extremidade da auricula, Tal registro foi sempre tomado em quimdgrafo,

A preparacao foi mantida durante toda a experi@ncia a uma temperatura de
28°C,

Apés todo o sistema montado e em funcionamento, registrou-se sempre a am-
plitude da forca de contracao da auricula, antes de submet®-la a acao de drogas.
Tal registro foi considerado como refer@ncia e denominado de registro controle,

Adicionou-se 0,1 ml de uma solugao de adrenalina a 1,000 ug/hl a cuba para
atingir a concentraggo final de 2 ug/ml. A resposta do musculo auricular foi re
gistrada durante o periodo de 2 minutos, Apés repetidas trocas do meio, garan -
tindo a retirada total da adrenalina, adicionou-se 0,1 ml de uma solucao de
1 mg/hl de dinitrofenol, quando se verificava o estabelecimento do registro de
contragao muscular semelhante ao registro controle, Ficava, assim, a concentra-
cao final do dinitrofenol na cuba igual a 2 g/hl. 0 efeito foi registrado duran
te 2 minutos,

Para retirar o dinitrofenol, procedia-se a nova troca do meio e repetia-se

» & . I3 ~
© registro ate que o registro controle aparecesse, A auricula era, entao, subme
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tida a agao das duas drogas, simult3neamente, durante o mesmo periodo e nag~

mesmas concentracoes anteriores usadas,
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I1I.5 — ANALISE ESPECTROFOTOMETRICA

Utilizaram-se 100 ratos do sexo masculino, de peso médio 250 gramas da co-
16nia 2-BAW, gentilmente cedidos pelo Départamento de BiOquimica e Farmacologia
da Escola Paulista de Medicina. Esses animais foram distribuidos em 10 grupos, 5
dos quais foram tratados com dinitrofenol administrado em doses de 2,5 mg/lOO g
de peso, atraves de injegao intraperitoneal, 60 minutos antes do inicio da ex~
periéncia,

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sbddico (30 mg/kg), injeta-
do intraperitonealmente e heparinizados com Liquemine (Roche), Uma das cardti -
das foi isolada, canulada com uma c8nula de polietileno, sendo o sangue colhido
num depdsito mantido em gelo, O volume total do sangue do grupo (10 ratos) foi
determinado, misturado com metabissulfito de sddio (0,5 mg/hl) e centrifugado -
em centrifuga refrigerada durante 10 minmutos a 19,000 xg a 10°C.

O plasma foi separado e suas protelnas foram precipitadas pela adicao . do
acido percldrico (11,6 N) até a concentraczo de 0,4 N do acido, agitando-se-o -
durante 5 minutos e depois centrifugando-se-0 durante 10 minutos a 19,000 xg a
10°¢,

Foram separados 5 ml do sobrenadante, para a analise espectrofotométrica ’
tanto dos animais tratados, quanto dos n3o tratados, que receberam as denomina-
¢Oes de fragao T-1 e N-1, respectivamente, O resto foi ajustado a 25 ml com &ci
do percldrico 0,4 N e transferido para um tubo de centrifuga de polietileno con
tendo 400 mg de Al,0, ativado e 200 m; de EDT4, Apds ajustar o pH a 8,6 com agi
tagao mecinica, o tubo foi fechado completamente, agitado por mais 5 minutos e
centrifugado durante 10 minutos a 19,000 xg a lOOC.

0 sobrenadanete (fragao T-2 para os tratados e N-2 para os n3o tratados) -
foi separado e centrifugado outra vez durante 10 minutos a 19,000 xg a 10°C ga=~
rantindo-se, assim, a retirada total das particulas finas de 6xido de aluminio,
Depois dessa etapa o sobrenadante foi submetido 3 anflise,

No estudo espectrofotometrico utilizou-se o espectrofotBmetro Beckman,ACTA
- V, registrando a absorgao Optica das amostras na faixa 600 - 200 Mu fazendo -

~se uso dos seguintes parfmetros:
Sensibilidade 1,0
Scan Speed 1 nm/sec

Chart expantion 50 nm/inch
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Foram realizados os seguintes registros diluindo-se todas as amostras, dez

vezes em agua bidestilada.

le Fragao N.l contra fracio N-2
2+ Fragao T.1 contra fracao N-2
3. Fracao T-2 contra fracao N-2

4, Mistura da fragzo T-2 (diluida 1/10) com a fracio N-2 (diluida 1/25),con

tra fragao N-2
Tambem foram realizados os seguintes registros:

1. Solugao de dinitrofenol 2 ug/ml em 4gua bidestilada contra agua bidesti-
lada.

2s Solugao de adrenalina 20 ug/ml em agua contra agua bidestilada,

3,.50lugao de dinitrofenol (2 ug/ml) + adrenalina (20 ug/ml) contra  agua

bidestilada,

44 Solugao de dinitrofenol (2 ug/ml) + adrenalina (40 ug/ml) contra  agua
bidestilada,

5¢ Solugzo de dinitrofenol (2 ug/ml) + adrenalina (80 ug/ml) contra Sgua .s
destilada,

Finalmente, visando investigar a atividade Optica do dinitrofenol na presen
¢a da adrenalina, foi registrada a curva da absorcac de uma solucao contendo di-

nitrofenol (2 ug/ml) e adrenalina (20 ug/ml) contra wna solucio de adrenalina -
(20 ug/m1).
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III - RESULTADOS

IIT,1 - CONTEUDO SANGUINEO DAS CATEGCOLAMINAS EM RATOS TRATADOS COM DINITROFENOL

Apbs obter uma curva padrac da adrenalina sob a forma de bitartarato,e uma
outra de bitartarato de noradrenalina, foram preparados os graficos necessarios
para obter o nivel de recuperagao dessas substfncias.

A curva padrao, tanto da adrenalina, quanto da noradrenalina, foi  obtida
com 5 solugOes, nas concentracdes de 20, 40, 60, 80 e 100 mug/ml, submetidos &
tecnica mencionada no capitulo anterior, omitindo-se ou nao o passo da extracao,.

A comparacao entre as leituras das intensidades relativas das varias con~
centragoes de adrenalina (Figse 2 e 3) e de noradrenalina (Figs. 4 € 5) quando
se omitia o passo da extragao, e aquelas feitas apos a aplicagao da técnica com
pleta (Figs, 6 a 9) mostra que a recuperagio da adrenalina foi, em média de
90,8 (Tabela 1) e a da noradrenalina foi, em media de 73,4 % (Tabela 2),

Embora na tecnica original empregada pelo autor, fosse preconizado o  uso
do acido acttico 1,6 N para obter o pH dtimo da reacho da adrenalina (pHZ),vepi
ficou-se, durante os experimentos, que o acido cloridrice 5N era mais eficiente
para esse prop6sito, pois o "branco" feito empregando HCl 5N acusou absorcac -
fluorometrica minima, como pode ser observado na fige 10,

A determinagao espectrofotofluorometrica do contehdo sanguineo de adrenali
na e de noradrenalina, em ratos tratados e naoc tratados com dinitrofenol, mos-
trou que essa subst@ncia nao tem efeito liberador de adrenalina ou de noradrena
lina,

A Fige 11 representa a intensidade relativa da emisszo fluoroméetrica da a-
drenalina e da noradrenalina encontrada no sangue de ratos normais. Tais cateco
laminas foram determinadas do registro direto da emissao fluorometrica das mes-
mas e, também, atraves dos valores dos padroes externos e internos,

O contetdo sanguineo da adrenalina e da noradrenalina de ratos tratados -
~com dinitrofenol a 2,5 mg/iOOg de peso encontra-se representado na fig. 12,

As figse 11 e 12 mostram, pois, que o nivel da adrenalina e da noradrenali
na no plasma dos ratos nao foi significativamente alterado apds a administracio

de dinitrofenol a esses animais, o que também fica patente na Tabela 3,
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Tab., 1 - Chlculo da recuperacao da Adrenalina adsorvida no dxido de aluminio pe
la técnica de ANTON & SAYER (1,962).

Concentracao Fluoresc@ncia emitida Recuperacao
muag/md sem adsorcao com adsorcao %
20 2,57 2,40 93,4
40 5,87 5,32 90,6
60 8,23 8,25 100,0
80 10,78 10,20 94,6
100 15,32 11,55 7544

Recuperacao media 90,8 %
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Tab, 2 - Calculo da recuperacao da noradrenalina adsorvida no oxido de aluminio
pela tecnica de ANTON & SAYER (1.962).

Concentracao Fluoresceéncia emitida Recuperacao
mug/md sem adsorcao com adsorcao %
20 4,42 3,00 67,9
40 8,82 6,45 73,1
60 12,57 9,75 77,6
80 16,40 12,30 75,0
100 20,37 15,00 73,6

Recuperacao media 73,4 %
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Tabela 3 - Os valores da adrenalina e da noradrenalina encontrados

de ratos tratados e nao tratados com dinitrofenol,

no

CONTEUDO SANGUINEO EM ng/L

SUBSTANCIA NAO TRATADOS TRATADOS
ADRENALINA 5412 5432
NORADRENALINA 4,01 4437

41le

sangue
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III,2 - EFEITO DO DINITROFENOL SOBRE A RESERVA ADRENERGICA NO CONDUTO DEFEREN-
TE DO_RATO

Os condutos deferentes isolados de ratos normais nZo responderam ao dini-
trofenol, mesmo apds a adicao de adrenalina ao banho nutritivo em que foram i-
mersos, como se pode verificar na Fig,. 13,

Essa ausncia de resposta ao dinitrofemol indica que essa substfncia n3o

teve efeito liberador das reservas de catecolaminas do conduto deferente,
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I1I.3 - EFEITO DO DINITROFENOL SOBRE A FORGA DA CONTRACAO CARDIAGA IN VIVO

Usando-se como controle, em todos os experimentos, o registro apresentado
pelo animal antes de aplicar as drogas testadas, verificou-se que a amplitude -~
da forga da contragao cardiaca mostrou-se aumentada imediatamente apds a admi -
nistracao do dinitrofenol, Tal aumento, foi em media, de 33 % quando a droga -
foi aplicada em dose de 2,5 mg/kg de peso e em média, de 93 % quando a dose usa
da foi de 5 mg/kg de peso, Enquanto a dose de 2,5 mg/kg de peso, nao mostrou e~
feito sobre a freqﬂ%ncia, ade 5 mg/kg aumentou-a em 15 %, Os resultados corres
pondentes as doses de 2,5 e 5 mg/kg de peso encontram-se evidenciados respecti-
vamente nas Figs, 14 e 15, O efeito do dinitrofenol, que foi constatado durante
uma hora apbs a sua injecao, permitiu verificar um aumento medio de 38,5 % na
amplitude da forga da contragao cardiaca, decorridos 55 minutos da injecio in-
travenosa do dinitrofenol em dose de 5 mg/kg de peso (Fig. 16).

Na Fig, 17 observa-se um aumento na amplitude da forga da contracao cardig
ca da ordem de 165 %, o qual foi registrade~ apods a administragao de isoprote-
renol em doses de 10 ug/kg de peso, por via intravenosa, dose essa que tambem
aumentou a frequéncia em 25,4 %,

A adrenalina foi administrada em doses de 2 ug/kg de peso do animale O re-
gistro representativo do efeito dessa droga feito na Fig, 18, mostra um aumento
de 90 % na amplitude e da ordem de 40 % na frequéncia,

0 dinitrofengl mostrou-se sem efeito, quando aplicado na dose de 3,5 mg/kg
de peso em caes previamente tratados com um bloqueador beta-adrenergico (Inde -
ral)e O Inderal foi administrado 10 minutos antes da introducao do dinitrofenol,
na dose de 1,5 mg/kg de peso, Essa experi®ncia, da qual a Fig, 19 constitui um
registro, mostra que o dinitrofenol nao exerceu qualquer efeito sobre a forga -
da contragao, tanto na amplitude, quanto na frequéncia,

Os resultados mencionados, encontram-se sumariados na tabela 4, na qual apa
recem registrados os aumentos percentuais da amplitude e da . frequéncia da for
ca da contragao cardiaca observados em caes tratados com as drogas utilizadas

nas experiencias relatadas no presente t6pico.
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Tabela 4 - Aumentos percentuais da amplitude e da freq&éncia da forga da centra-

gao cardiaca observados em cles tratados com diferentes drogas,

DROGA AUMENTO PERCENTUAL
NOME DOSE POR XG DE AMPLITUDE~DA CON FREQﬂEﬁCIA
: PESO TRAGAO
Dinitrofenol 2,5 mg 33 -
Dinitrofenol 5 mg 100 15
Isoproterenol 10 pg 156 25,4
Adrenalina 2 ug 90 40,0
Dinitrofenol* 3,5 mg - -

* (CEes tratados previamente com Inderal em dose de 1,5 mg/kg de peso do animal,



52

III,4 - MEDIDAS DA FORGA DA CONTRAGHO CARDYACA “IN VITRO®

0 efeito do dinitrofenol mostrou-se correlacionado as catecolaminas, O au-
mento da amplitude da forca da contracao muscular induzido por efeito do dini «
trofenol concentracao de 1 x 10"'5 M aplicado em preparacoes isoladas de auricu-
la de coelho comseguiu ser de 10 % (Fig. 20),

A acao produzida pela adicao simultfnea do dinitrofenol e da adrenalina -
foi muito maior do que a constatada quando qualquer uma dessas duas subst@ncias
foi aplicada isoladamente, Além disso, foi maior do que o esperado como resulta
do de um efeito somatdrio dessas substfncias.

> M introduziu um aumento

A adrenalina utilizada em concentracao de 1 x 10~
médio de 177 % na amplitude da forga da contracao da auricula, enquanto aumen -
tou a frequéncia , em média, de 100 %.

A acdo simultfnea da adrenalina e do dinitrofenol, ambos em concentragao -
de 1 x 1077

frequéncia nao se mostrou afetada pelo dinitrofengl, apresentando, assim, o meg

M, registrou um aumento na amplitude, em media, de 240 %,Contudo, a

. . . ~ .
mo aumento encontrado quando a auricula era submetida a agao exclusiva da adre-

nalina., Tais resultados sao evidenciados na Fig. 21,
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II1.5 - ANALISE ESPECTROFOTOMETRICA

Nos estudos espectrofotometricos, utilizou-se o plasma desproteinado,limgl
do, de ratos tratados e nao tratados com dinitrofenol, que foi dividido em duas
partes, Uma delas, nao foi submetida a qualquer tratamento, enquanto a outra -
foi tratada com O0xido de aluminio, a fim de que, esta substincia, atraves da ad
sorgao, deixasse o plasma isento de catecolaminas,

Portanto, o estudo espectrofotometrico pBde ser feito com quatro tipos de

plasmas
A -~ plasma de ratos normais sem adsorcao (N - 1)

B - plasma de ratos normais com adsorcao (N - 2)

c

plasma de ratos tratados sem adsorcao (T - 1)

D - plasma de ratos tratados com adsorgao (T - 2)

A diluic3o do plasma em agua bidestilada com EDTA (1:10 v/v) mostrou-se -
mais adequada para esse tipo de experimentos,

Calibrou-se o espectrofotBmetro (Beckman Acta V) com agua bidestilada,usan
do-se cubetas de quartzo, as quais foram utilizadas durante toda a experi®ncia.
Utilizando-se a agua bidestilada como "branco”, registrou-se a curva da absor-
ca0 espectrofotométrica de uma solucao do dinitrofenol (1 x 1072 M) e de uma sO

4 M, constatando-se a absorgao maxima do dinitrofe-

lucac de adrenalina 5 x 10~
nol em 360 ma (Fig. 22) e a da adrenalina em 275 mu (Fig. 22),

Na analise do plasma, a fracao N-2 foi sempre utilizada como "branco®,

A curva da absorcao dptica do plasma de ratos normais, sem adsorgao (fra-
cao N - 1) se caracterizou pela absorgao maxima encontrada em 275 mu (Fig. 23)
ou seja, o mesmo apresentado pela adrenalina, e representado na Fige 22

Na mesma Fig, 23, encontra-se a curva 2 da absorgao espectrofotometrica do
plasma de ratos tratados com dinitrofenol 2,5 mg/100g de peso, sem adsorgao(fra
¢ao T - 1), na qual também se observa a absorgao maxima de 275 mu, Ainda na mes
ma Fig, 23 foi registrada a absorcao do plasma de ratos tratados com dinitrofe-
nol na mesma dose, com adsorcao (fracao T-2), Nota-se, nela, o aparecimento da
absorcao maxima de 360 mpu, constatando-se assim, a presenca do dinitrofenol nes
sa fracao,

A curva 4 da mesma Fig, 23 representa a absorgao 6ptica de uma mistura de
plasma de ratos normais, sem adsorgao, com plasma de ratos tratados com adsor-

cao na proporcao de 1/1. Nessa curva pode-se observar o desaparecimento do pico
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caracteristico do dinitrofemol, registrando~se somente o pico da adrenalina -
(275 mp) Nota-se tambéem a semelhanga entre esse registro e o obtido com plas-
ma de animais tratados, sem adsorgao, apresentado na mesma figura,

Uma experi®ncia semelhante a mencionada acima, foi realizada diminuindo -
~-se a concentracao do plasma de ratos normais (fracao N-1) para a proporcao de
um volume de plasma desses ratos para 2,5 v de plasma de ratos tratados, com
adsorgao, visando verificar o efeito que a adrenalina exerce sobre a atividade
6ptica do dinitrofenol, Assim, na Fig 24, encontra-se o registro da absorcao -
optica da fragao N-1 (curva 1), da fracdo T-1 (curva 2), da fragio T - 2 (cur-
va 3), da mistura do plasma de ratos tratados com adsorgac, em diluicao final
de 1/10 e de plasma de ratos normais, sem adsor¢ao(diluicdo final de 1/25), a
qual se encontra.se na curva 4 do mesmo grafico,

Um estudo semelhante foi realizado com solugEes preparadas de dinitrofe~
nol e de adrenalina. Nesse estudo foi registrada a curva de absorgao de uma sQ
lugao de dinitrofenol (1 x 1077 M), a qual acusou a sua absorgao maxima em
360 mu, Esse registro encontra-se na curva 1 da Fige 25.

A curva 2 dessa figura e a obtida com uma solucao de adrenalina de 1x

1074

M, constatando-se a sua absorcac maxima em 275 mu.
Na mesma Fig. 25, encontram-se as curvas 3,4 e 5 representando a absorcao
YM,2x10%He

4 x 167" M, sempre na presenca de dinitrofenol em concentragao de 1 x 1077 M '

espectrofotometrica de tres solucOes de adrenalina de 1 x 10~

Nessas curvas, observa-se o desaparecimento da curva da absorgao caracteristi-
ca do dinitrofenol, quando a adrenalina esth presente.
Em toda essa experi@ncia a égua bidestilada foi utilizada como "branco',
Finalmente, registrou-se a " curva da absorcio optica de uma mistura de di
nitrofenol em concentracao de 1 x 10"'5 M e da adrenalina em concentracao de
1x 1074 M, contra uma solucao de adrenalina 1 x 10™% M como "branco®, Nesse ~
registro (Fig, 26), nota-se a aus®ncia total de qualquer atividade Optica que

possa ser atribuida ao dinitrofenol,
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IV - DISCUSSAO

O aumento de contefido da fosforilase a, seja em musculosesqueléeticos( FOCE-
SI JR et ale, 1.969), seja em miasculo cardiaco (VERCESI et al., (1.970) de ra-
tos tratados com dinitrofenol em dose de 2,5 mg/lOOg de peso do animal, era ex-
plicado, ate o presente, com base nos trabalhos de NAMM et al,, (1.968) e  de
DRUMMOND et ala, (1.969)s Em outras palavras, tal aumento seria consequéncia da
série de reagdes iniciadas pela ativacdo da ciclase de adenila sob o efeito da
adrenalina, Com isso, o AMF ciclico formado, ativaria a quinase proteica depen~
dente de AMP ciclico, a qual age na transformacio da quinase inativa da fosfori
lase b em sua forma ativa que, por sua vez, cataliza a formacao da fosforilase
a a partir da fosforilase b, acelerando, assim, a degradagao do glicog®nio,

Entretanto, algumas evid@ncias favoreciam a sugestao de que a ativacaoc da
formacao da fosforilase a poderia ser induzida atraves de um outro mecanismo,De
fato, DANFORTH et al, (1962 cf, STULL e MAYER, 1,971) relataram que a ativagao
maxima da formacao da fosforilase a foi atingida em 3 segundos, em misculos es-
queleticos submetidos a estimulo elétrico tetfnico.

Com base nessa informacao, e sabendo que a aceleragzo da formagao da fosfo
rilase a, quando induzida pela adrenalina, exige relativamente muito mais tempo
para atingir o seu valor m&ximo, era permissivel supor, portanto, que a ativa-
¢ao da fosforilase a n3o deveria depender, exclusivamente, dos niveis de AMP ci
clico ou da quinase da fosforilase b. Alids, essa sugestao encontrava um forte
apoio no trabalho de POSNER et als (1.965), no qual relataram que o aumento ra-
pido da atividade da fosforilase a e a formagao estimulada da forma ativa ~ da
quinase da fosforilase b, encontrados nos ‘masculos esqueléticos de ratos,de sa-
pos submetidos a estimulo elétrico, nao foram acompanhados de qualquer altera -
cao do conteldo de AMP ciclico, Com esse trabalho, pode-se, pois, excluir a hi-
potese de que o aumento do contelido de AMP ciclico & indispenshvel para que a
formacao da fosforilase a seja aumentadas

Una informacao adicional no mesmo &mbito foi fornecida por DRUMMOND gt al.
(14969), que relataram poder a conversao da fosforilase b em a ser ativada em
condigdes nas quais os niveis de AMP ciclico e da forma ativa da quinase da fog
forilase b permaneciam inalterados, Tais resultados foram observados durante a
contracao muscular induzida por estimulo elétrico, aplicado ao musculo sartério
de sapo, diafragma de ratos, e, "in vivo", no misculo gastrocn®mico de ratos,

O trabalho de DRUMMOND et al. (1.969), portanto, alem de estabelecer o en-
volvimento de outro mecanismo na ativacao da transformagao da fosforilase b em

2, no qual o AMP ciclico e a quinase nao participam, sugeriu que esse mecanismo
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era a contragao muscular, O aumento de contetido da fosforilase a induzido pela
contragac muscular foi sugerido por CORI e ILLINGVORTH (1.956)ao observar que O
processo da glicogendlise durante a contragao muscular e muito mais ativo do que
aquele observado quando se submete o misculo a acao da adrenalina (100-1000 ve-
zes mais ativado), Consideraram, por isso, que durante a contragao deveria  ser
indispensavel um aumento do contefido de fosforilase a no misculos

Diante do exposto, poder-se-ia portanto, propor duas'hipbteses para expli-

car o efeito glicogenolitico do dinitrofenol:

12 - O dinitrofenol liberaria a adrenalina e, com isso, aceleraria o desen-
cadeamento de uma serie de reagOes iniciadas pela ativacho da ciclase
de adenila e aumentaria o contelido muscular de AMP e da forma ativa da

quinase da fosforilase b,

22 . 0 dinitrofenol realizaria a sua agao glicogenolitica empregando O pro-

cesso da contragao muscular para aumentar a fosforilase a.

Ao por a prova essas duas hipOteses, verificou o autor que a primeira tinha
que ser afastada, De fato, a analise das experi®ncias sumariadas nas Figs, 11 e
12 e na tabela 3, mostram, claramente, que, tanto os niveis sanguineos de adreng
lina, quanto os de noradrenalina ndo foram significativamente alterados nos ra-
tos tratados com dinitrofenol, Do mesmo modo os resultados obtidos no conduto de
ferente de ratos submetido 3 agao do dinitrofenol na concentracao de 1 x ].O—5 M
(Fige 13) evidenciaram que essa subst@ncia nao mostrou qualquer efeito sobre as
reservas adrenérgicas desse orgao,

Portanto, se & verdade que o dinitrofenol n3o age atraves da liberacio de
catecolaminas, passava a ser premente por a prova a segunda hipétese, ou seja, a
de que essa subst@ncia demonstraria a sua acao glicogenolitica atraves do aumen-
to da formagaq da fosforilase a, provocado pela contracao muscular induzido por
ela,

Visto que VERCESI et al., (1,970)haviam relatado que o musculo cardiaco de
ratos apresentava um aumento de 56 % no seu conteudo de £osforilaselg, apés a ad
ministragao do dinitrofenol em doses de 2,5 mg/100g de peso do animal, a segunda
hip6tese passaria a ser aceita como verdadeira se ficasse demonstrado que o dini
trofenol aumentava a forca da contracao do musculo cardiaco, E, de acordo com os

experimentos do autor, foi isso o que ocorreu



Assin, a analise das figs, 14 e 15 permitem concluir que a amplitude da
forca de contracao do musculo cardiaco, sob a agao de 2,5 mg e 5 mg de dinitro
fenol por kg de peso do animal, foi aumentada, respectivamente de 33 % e de
93 %, em média, em relacac a forga da contracao antes do emprego dessa subst@n
cia, alem do que, atraves da fig, 16 se verifica que esse aumento da forga da
contracao cardiaca ainda se manteve durante, praticamente, uma hora, apos a
aplicacao do dinitrofenol,

Aliando os resultados do autor, aos obtidos por FOCESI JR et al., (1.969)
e por VERCESI et al., (1,970), deve-se aceitar, portanto, a hipotese de que ©
dinitrofenol quando injetado in vivo -induz um aumento da forga de contragao -
muscular e que ele deve agir na glicogenOlise atraves do aumento de formacac
da fosforilase a provocada pela contracao muscular induzida por ele,

0 resultados obtidos por FOCESI JR et al., (1.969) e por VERCESI et al, ,
pareciam discordar dos constatades por CORI E ILLINGWORTH (1.,956), ja que os
Zltimos autores relataram que o contehdo de fosforilase a em misculo sartdrio
de sapos nao awnentava sob a acao do dinitrofenol, Diante desse aparente para-
doxo, e tendo em vista que os primeiros autores administraram o dinitrofenol -
in vivo, enquanto os ltimos aplicaram-no em preparacao de misculo isolado, pen
sou o autor que a manifestacao do efeito do dinitrofenol pudesse estar na de-
pend®ncia de alguma outra subst@ncia presente ig vivo mas nao na preparagao i-
solada.

Essa sugestao nao foi gratuita, mas estava apoiada em uma observacao fei-
ta durante a realizacdo da técnica da determinacac das catecolaminas no sangue
de animais tratados com dinitrofenol, Assim, na fase de extragao observamos -
que o plasma desprcteinizado e centrifugado, apresentava-se transparente, Tra-
tando~o, porem, com dOxido de aluminio, para adsorver as catecolaminas, 0 plas-
ma passava a apresentar a cor amarela, ou seja, a cor de uma solucao de dini -
trofenol, Em outras palavras, quando o plasma desproteinizado continha as catg
colaminas e o0 dinitrofenol, ele era incolor, mas quandc as catecolaminas eram
removidas do meio, o dinitrofenol se manifestava atraves do aparecimento da cg
1orag§c amarela.

Os resultados obtidos com solucOes puras de dinitrofenol e de adrenalina
vieram a confirmar o que foi observado no plasma, isto &, o desaparecimento da
cor do dinitrofenol na presenca da adrenalina,

Com base nessa observagao, e levando em contaj
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18 . O trabalho de HARDMAN et al., (1965), que relataram ser a cocaina Ca-
paz de potencializar a acao da adrenalina e da noradrenalina no que

~ L3
concerne a forca da contragao cardiacaj

02 . A similaridade existente entre os efeitos do dinitrofenol e da adrena
lina no que se refere ao aumento da forga da contracac muscular e da

glicogendlise;

A hipdtese mais atraente que se oferecia ao autor foi a de que o  dinitrofenol
s0 atuaria em prescnca da adrenalina, e que, eventualmente potencializasse a
acao desse hormdnio,

Tal hipbtese, .conciliaria, portanto, os resultados de FOCESI JR et al, -
(1,969) e de VERCESI et ale (1,970) com os de CORI E ILLINGWORTH (16956)e Os re
sultados obtidos ao por & prova essa hipbtese foram favoraveis 2 sua aceitacao.
Assim, a anadlise da fig, 19 indica que o dinitrofenol nao mostrou qualquer efei
to sobre a forgé da contracao cardiaca quando foi administrado a animais previa
mente tratados com blogueador beta-adrenérgico (propranolol),Em outras — pala-
vras, quando a acao da adrenalina foi bloqueada, © efeito de dinitrofenol, tam-
bem, foi inibido,

Os resultados obtidos na experi®ncia realizada com preparagEes isoladas de
auricula de coelho, igualmente, falaram a favor da hipotese proposta. De fato,
a andlise das figs. 20 e 21 permite verificar que o aumento significativo da
forca da contracdo cardiaca, induzido pelo dinitrofenol, sd pode ser observado
quando essa substlncia foi adicionada junto com a adrenalina., Na fige 21 também
¢ possivel constatar que o efeito do dinitrofencl e da adrenalina atuando simul
t&neamente & bem maior do que aquele verificado quando qualquer das duas subs ~
t3ncias & adicionada isoladamente. Ainda na mesma figura, pode-se constatar que
o efeito resultante da administracio simultfnea das duas subst@ncias nao pode -
ser considerado como somatbério, devendo-se admitir a hipdtese de que o dinitro-
fenol potencializa a agao da adrenalina, Em resumo, os resultados resumidos nas
figs, 19, 20 e 21, mostram que o dinitrofenol realiza seu efeito atraves da po-
tencializacao da adrenalina, aumentando a contracao muscular, e acelerando as-
sim, a glicogendlise,

Ao admitir a ultima hipbtese, encontramos, também, subsidios para explicar
os achados de ABOOD et al, (1.961), que relataram ser o dinitrofenol capaz  de
alterar as concentracoes de sodio e de potassio intracelulares, Assim, o dini-

trofenol a 0,1 mM aumenta a concentracao de sddio intracelular em 30 %e enquan-



to que reduz de 36 % a concentracao do potassio intracelular.

A soma dos resultados mencionados, parece permitir, agora, esclarecer me-
lhor a agao do dinitrofenol sobre a forga da contracao muscular,

Visto que a adrenalina atua na despolarizacao da membrana, poder-se-ia ex-
plicar o aumento na concentracac do sodio intracelular induzido pelo dinitrafe-
nol como consequéncia de seu efeito na potencializacao da agao da adrenalina,

Portanto, a ativacdo da entrada do sddio na celula, que por si s6 ja aumen
ta o fluxo do sbdio que atravessa a meMbrana, produz o estado de potencial in-
vertido, O potencial de acdo desenvolvido durante essa alteracac do estado da
ctlula, faz com que se processe uma mobilizagdo stbita do calcio sob a forma i
nica, calcio esse, que, normalmente, egté unido firmemente ao fino reticulo que
se estende ao longo das miofibrilas. E serh esse excesso de ions calcio que ira
iniciar as reagdes quimicas entre os filamentos da actina e da miosina e origi-
nar o processo contratile

A natureza da associagao entre o dinitrofenol e a adrenalina tambem foi eg
tudada no presente trabalho, O metodo escolhido para realizar esse estudo,tomou,
por base a observacao constatada no plasma de ratos tratados com.dinitrofencl
ou seja, o desaparecimento da coloragao dessa substincia na presenga da adrena-
lina, Tal observacao, sugeriu, obviamente, a associacao entre o dinitrofenol e
a adrenalina, constatada funcionalmente, e observada em tubo de ensaio, se faz
atraves da formacao de um suposto complexo adrenalina-dinitrofenol.

0 fenBmeno do aparecimento e desaparecimento de cor pela formacao e ruptu-
ra de complexos ja & exaustivamente conhecido e bastante aproveitado nas tecni-
cas de estudo da Quimica Analitica.

Assim, por exemplo, o produto de condensacao do furfural ou da hidroximeti
la de furfural com a antrona apresenta cor verde ou verde azulada, inexistente
nessas substincias antes de formar o complexo, Em oposicio, a remogao do acido
sulflrico do seu complexo com a fucsina faz com que se manifeste cor vermelha.
Podemos, pois, atribuir o aparecimento da cor amarela do dinitrofenol, apos a
remocao da adrenalina, a um mecanismo semelhante ao do complexo acido sulflrico
~fucsinae

Ao testar a veracidade dessa hipdtese, 0s resultados obtidos se mostraram
bastante favoraveis a sua aceitaggo. De fato, a analise da curva 2 na fige 23 &
cusa a austneia de qualquer atividade espectrofotométrica que possa ser atribul
da ao dinitrofenol no plasma de ratos tratados com essa subst@ncia, quando esse

~ . L . .
plasma nao foi tratado com oxido de aluminio para adsorver as catecolaminas.
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A curva caracteristica da absor¢zo Optica do dinitrofenol (piCo 360 mu),i-
déntica aquela obtida em uma soluc®o pura de dinitrofenol (1 x 1077 M)(Fige22 ),
foi obtida com o mesmo plasma, apds isenta-lo de seu contelido de catecolaminas,
Ainda na fig., 23, nota-se que a curva da absorcao Optica, caracteristica do di-
nitrofenol, constatada no plasma de ratos tratados, isento das catecolaminas ,
voltou a desaparecer quando esse plasma foi misturado na proporcao de L/i com
plasma de ratos normais sem adsorcao. Em outras palavras, observa-se que a adi-
¢30 do plasma contendo catecolaminas fez desaparecer a curva da atividade Opti-
ca do'dinitrofenol.

Os experimentos realizados r.com solugoes preparadas de adrenalina e de di-
nitrofenol vieram a confirmar os que foram obtidos com plasma de ratos (Fig: ¢25)
Tambem na fige 26, pode-se observar a aus®ncia quase total de qualquer ativida-
de Optica, quando wma mistura de dinitrofenol (1 x 1077 M) e de adrenalina (1 x
4 1),

Pode-se, pois, estabelecer como conclusivo que o desaparecimento da ativi-

1074 M) foi analisada contra uma solucao de adrenalina (1 x 107

dade 6ptica do dinitrofenol se deve & presenca da adrenalina, a qual reaparece
quando essa catecolamina & removida do meio, 0 que favorece a hipétese de que
a potencializacao da acao da adrenalina deveria ocorrer atraves da formagao .de
um complexo adrenalina-dinitrofenol, o qual teria maior atividade do que a adre
nalina na despolarizacao da membrana,

Analisando as figs, 23, 24 e 25 observa-se que a atividade Optica da adrg
nalina, embora ligeiramente aumentada, nao foi praticamente alterada na presen-
ga ¢o dinitrofenol,

Esse resultado, porem, nao invalida as conclusGes firmadas anteriormente ,
pois sabemos que uma alteragao estrutural nao conduz necessariamente a uma alte
racao na atividade optica. Assim, se imaginarmos que a condensacao da adrenali-
na com o dinitrofenol ocorre de maneira a nao afetar os radicais opticamente
ativos da estrutura da adrenalina, mas anulando fotalmente a atividade bptica
do dinitrofenol, os achados das Figs. 23, 24 e 25, ficam satisfatoriamente ex-
plicadas,

0 efeito da formacao do complexo sobre a atividade do dinitrofenol poderia
ser discutido com base no trabalho de HEYMANS (1.934) que relatou estar o efei-
to do dinitrofenol associado a presenca de um dos radicais NO2 na posicao qua-
tro do anel fendlico (considerando a hidroxila na posigdc 1) e que a esterificag
cao do grupo OH nos dinitrofendis estimularia a sua acao. Os resultados obtidos
por HEYMANS (1,934) forneceu, pois, uma base para supor que a ocupaga® do grupo

OH do dinitrofenol poderia estimular o seu efeito,
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Acreditamos, pois, ter chegado a momento de encervar o presente capitulo -
harmonizando as contribuigdes aqui apresentadas, formulando Je modo sucinto a
teoria sobre o mecanismo de agao do dinitrofenol,

Nessa teoria, explica-se o efeito do dinitrofenol sobre a forga da contrae
¢ao muscular como consequdncia da formagdo do compiexo adrenalina-dinitrofenol,
que aumentaria a despolarizacac da membrana, aumentando, assim, a entrada do sé
dio na celula e desencadeando o processc da contrag%o, e durante tal processo,a
glicogendlise ficaria acelerada., Alis, n3o sd esse filtimo processo, mas tambéem
a propria despolarizacao da membrana poderiam ter efeito glicogenolitico, ja que,
de acordo com OZAWA et al, (1.967) a simples excitacao da superficie da membra-

L . [ . o . . .
na € capaz de, por si so, induzir a glicogenolise,
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V —~ CONCLUSOES

L4 . » 0
Do exposto nas paginas precedentes podem-se extrair as seguintes conclu-

soes finais:

1 ~ O dinitrofenol nao exerce efeito liberador sobre as reservas adrenérq;
cas, seja quando administrado in vivo, seja quando aplicado a pPrepara-

goes isoladas, isto &, in vitro.

2 - 0 dinitrofenol, quando administrado in vivo, em doses fisiolbgicas,in~
~ ry

duz um aumento na forga da contracao cardiaca, Esse aumento se manten

durante uma hora apds a aplicacao da droga, O aumento significante da

frequéncia sd se da com doses relativamente altas,

3 - 0 aumento da forga da contragao cardiaca, induzido pelo dinitrofenol,
so pdde ser demonstrado in vitro, na presenca da adrenalina, Na aus@n-
cia dessa catecolamina, o efeito do dinitrofenol in vitro sobre a con-

tragao do musculo cardiaco nZo teve qualquer significacao,

. - LY

4 ~ Os resultados obtidos no concernente a resposta do musculo cardlaco a
adrenalina em presenga do dinitrofenol, reforcaram a hipdtese do  au~
tor,de que essa substlncia exerce efeito potencializador sobre a agao

da adrenalina,

5 - O dinitrofenol nao provoca a manifestacdo de scus efeitos, no que se
N ~ ~ . P
refere a forga da contracao cardiaca, quando a agao da adrenalina e

inibida,.

6 - A associagao entre a adrenalina e o mecanismo de acio do dinitrofenol

constatada in vivo e in vitro, se faz através da formagao de um comple

x0 adrenalina - dinitrofenol, Tal complexo & responsavel pela intensi-

ficagao do efeito dessas substfncias quando elas atuam simult&neamente,

Alem dessas conclusdes, O autor propoe uma teoria capaz de explicar o efei
to glicogenolitico do dinitrofenol, Segundo essa teoria, o0 complexo adrenalina-

-dinitrofenol teria efeito despolarizador da membrana, superior ao da adrenali-
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na e, atraves dele, ativaria a entrada de sodio na ctlula, desencadeando, assim,
o processo da contragao muscular, o qual, por sua vez, aceleraria a glicogendli-

S€,o
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VI - RESUMO

Como finalidade primordial, visou-se, no presente trabalho, ao esclareci-
mento do mecanismo de agao do dinitrofenol na glicogenélise.

A hipbtese de que tal acao se realizaria atraves da liberacao das cateco-
laminas foi afastada, visto que os niveis de tais substincias no sangue de ra-
tos tratados com dinitrofenol mostraram-se inalterados, Tais resultados foram
apoiados pelos obtidos na experi®ncia feita com preparacoes isoladas do condu-
to deferente de ratos,

A forca da contracao do musculo cardiaco sob a agao do dinitrofenol mos-
trou-se aumentada quando essa subst8@ncia foi administrada in vivo, S6 se pdde
observar tal aumento in vitro, em presenca da adrenalina, Alem disso, o efeito
conjunto dessas duas substfncias s6 p8de ser explicado como decorrente da po-
tencializacao da acao da adrenalina pelo dinitrofenol, ja que esse efeito mui-
to aumentado nao pode ser explicado como resultante de simples somagao daque -
les das duas substincias, tomadas isoladamente,

Os resultados verificados apds a administraciao do dinitrofenol a animais
previamente tratados com propranolol, evidenciaram a associaggo entre o dini -~
trofenol e a adrenalina.

0 estudo espectrofotométrico do plasma de ratos tratados e nao  tratados
com dinitrofenol, mostrou que a associagao verificada nas experi@ncias anterio
res se faz atraves da formacao de um complexo adrenalina - dinitrofenol, Tal
complexo tem maior atividade do que a adrenalina sobre a forca da contragao -
muscular,

0 ajustamento dessas conclusdes ao conjunto de dados extraldos da litera-
tura especifica levaram o autor, nao s6 a esclarecer os resultados, aparente -
mente discrepantes, de diferentes autores, mas também, a formular uma teoria -
capaz de explicar o efeito glicogenolitico do dinitrofenol,

Segundo essa teoria, a formagao de um complexo adrenalina - dinitrofenol,
teria maior atividade do que a adrenalina na despolarizacao da membrana, e a
ativagac da entrada do sodio na celula, induzida por essa despolarizacao,desen

. ~ . . e .
cadearia o processo da contragao, que, por sua vez, aceleraria a glicogenolise,
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