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PREFACIO

Escolhendo como tema déste trabalho alguns aspectos do metabo-
Jismo e do equipamento enzimatico do misculo longitudinal de Holutiiria,
foi minha intengdo abordar, em consondncia com a denominacio da
cadeira a que esta tese é apresentada, um problema de interésse geral
(fisiologia da contracdo do misculo liso) e comparativo. Por outro lado,
quiz ater-me a uma das linhas atuais de pesquisa do laboratério a que
pertenco, qual seja o estudo do misculo sob os seus miltiplos aspectos.
De fato, hd cérca de dois anos, acha-se o pessoal do Departamento de
Fisiologia Geral e Animal empenhado na elucidacido de uma série de .
questées relativas ao misculo a qual abrange desde o metabolismo e a
farmacologia até a infra-estrutura, estudada ao microscépio eletrénico.
Sob éste ultimo dngulo o misculo vem sendo estudado por G. A. Edwards
e P. Sawaya, em colaboracdo com o pessoal da Seccao de Virus do Ins-
tituto Butanta e do Departamento de Fisica da Escola Politécnica. Os
aspectos metabdlicos do miusculo dos insetos estio sendo pesquisados
por G. A. Edwards e M. D. Pérez Gonzalez. A farmacologia do miisculo
longitudinal de holutiiria é objeto de investigacdo de P. Sawaya, que tam-
bém se ocupa da eletrofisiologia do mesmo. Por razées que serdo expostas
mais em detalhes na introducio, julguei, pois, oportuno o estudo do me-
tabolismo e do equipamento enzimatico déste misculo, cujos resultados
iniciais sdo aqui relatados.

A realizacido de presente trabalho s6 se tornou possivel gracas a co-
operacao e a boa vontade de apreciavel nimero de pessoas e instituicoes.
Agradecimento especial devo ao Prof. P. Sawaya, diretor do Departamen-
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sempre propiciado todo apdbio em beneficio da minha formacdo cien-
tifica. Ao Prof. G. A. Edwards sou também grato pelas fecundas discus-
sGes travadas em térno do problema abordado nesta tese e pelo auxilio
prestado na parte histolégica. Agradecimentos sdo necessariamente de-
vidos aos meus colegas de laboratério que sempre se mostraram aten-
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rante as experiéncias e aos srs. Dr. Domingos Valente e lic. Chaim N..
Grynkraut, por auxilios vérios. O técnico do Departamento, sr. Conrado
Bizarro, na confecgdo de material para manutencio dos animais nos
aquaérios e de instrumentos indispenséveis as experiéncias ou nas excur-
80es visando coletas, foi de exemplar dedicacdo. Nas referidas excur--
sdes fui ainda particularmente ajudado por um entusiasta grupo de alu-
nos do curso de especializacdo e do fundamental que, nio raro, enfren-
taram mar hostil, a fim de retirar de entre as rochas as holutiirias.
Destaco muito especialmente os nomes dos srs. L. R. Tommasi, G..
Gaudie Ley, L. D. Vizzoto, R. A. Antunes e C. A. Mourdo. O primeiro
contribuiu ainda grandemente na determinagdo da espécie coletada e
a segunda foi valiosa auxiliar no decurso das experiéncias. Ainda outras
pessoas e instituicoes se tornaram credoras do meu agradecimento. A
Fundagédo Rockefeller e o Laboratério de Biologia Marinha de S. Se-
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queira (diretor), Dr. J. Ferreira Fernandes (assistente) e lic. B. Beiguel-
man (estagidrio) pela cessdo de drogas indispenséveis. O Dr. Isaias Raw, .
do Departamento de Quimica Fisiolégica da mesma Faculdade, igual-
mente pelo fornecimento de drogas. O Aquério Municipal de Santos,.
na pessoa do seu diretor, sr. Calimério de Carvalho, pela hospitalidade-
‘dispensada em tédas as ocasiées. O pessoal do Posto de Salvamento ems.
frente & Ilha Urubuquecaba (Santos) pela atitude compreensiva e cola-
boradora. A srta. Marina Hirth, pela cuidadosa datilografia dos origi--
nais. E, “last but not least”, a minha espdsa, dona Maria Aparecida Pe-
trechen Mendes, pelo constante incentivo e pelo clima de que me soube:
cercar durante a realizacido déste trabalho.
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INTRODUCAO

A capacidade de efetuar movimento, tal como a de conduzir um
particular estado de excitagdo, é, provavelmente, inerente a toda célula
viva. No movimento e na condutividade reside a prdpria esséncia dos
fendmenos vitais (SZENT GYOERGYI 1947, p. 2; LovaTrT EvAans 1952, p.
105). O movimento de partes do corpo ou a locomogdo (Ortsbewe-
gung) podem ser vistos até nos animais considerados como inferiores,
sendo notério que a ameba efeta ambos. O movimento é uma das con-
dicGes para a sobrevivéncia. A habilidade de arranjar alimento e de
escapar dos predadores é, sabidamente, limitada pelo tempo de reagado
dos efetuadores do movimento. Igualmente dependentes, ou conse-
quentes, da capacidade de realizar movimentos sdo, em muitos ani-
mais, as funcbes de digestao, respiragao, circulacdo, excrecdo e repro-
ducao.

E comum afirmar-se que, nos animais ditos superiores, existe
um tecido especialmente diferenciado, em que o poder de movimento
é particularmente desenvolvido (LoVATT EvAaNs 1952, p. 105, p. ex.)
Esse tecido é o muscular que, nos mencionados animais, pode ocorrer sob
as 3 conhecidas formas: estriado, liso e cardiaco. Os efetuadores do
movimento rapido, os misculos estriados, respondem as exicitacdes re-
cebidas via nervo, de um modo geral, portanto, estdo submetidos a von-
tade e se denominam, por isso, voluntarios. Tecido muscular liso, nos
animais tidos como superiores, participa, em geral, da constituicido das
paredes das visceras, vasos sanguineos, etc. e, pela sua lenta atividade,
serve para manter regular o fluxo do contetido désses 6rgdos. O car-
diaco, pelas propriedades e pela estrutura, é intermediario entre os dois
primeiros. Misculos lisos e cardiaco podem, e normalmente o fazem,
entrar em atividade independentemente de nervos, embora éstes ulti-
mos possam alterar-lhes o ritmo. Sao, pois, neuro-regulados apenas,
em oposicido ao misculo estriado, cuja ativacdo é, na taxa e na poténcia,
subordinada ao sistema nervoso. E’ possivel, todavia, induzir atividade
espontinea em misculo estriado, sob certas condigcdes, como seja a
imersdo em solucdo de NaCl ou de agentes precipitantes do célcio, tais
como o citrato. O estudo da acdo de ions e de drogas sGbre os varios
tipos de musculos nos varios phyla, bem como das propriedades fisio-
l6gicas dos elementos musculares no decurso do desenvolvimento, permi-
te concluir que os miusculos, em geral, possuem espontaneidade ineren-
te de movimento, a qual, no adulto, raramente se manifsta, de vez que
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usualmente os “pace-makers” nervosos assumem gradualmente o con-
tréle (PROSSER 1952 , pp. 605-607).

Nas trés variedades de tecido muscular, os movimentos se efetuam
como resultado de confracdo das unidades celulares fundamentais, as
fibras musculares, geralmente de forma alongada. O mecanismo celular
da contracdo, e subsequente relaxamento, reside em certas proteinas
fibrosas (FENN 1945; AsTBURY 1947; SZENT GYOERGYI 1947) dispos-
tas ao longo de particulares formacgdes citoplasmaticas das fibras mus-
culares, as miofibrilas. Estas, nos misculos estriados, exibem caracte-
risticas estriagOes transversais. Ainda se mantém acesa a controvérsia
em torno da questao de se atribuir ou nao as estriacoes transversais o
mérito da maior rapidez de contracao dos musculos estriados. Militam
em favor da hipétese intimeros casos, entre os quais se destaca o dos
insetos, onde se pode estabelecer nitida correlacdo entre velocidade de
contracdo e densidade das estrias. Opoem-se a ela a disposicao das
proteinas contrateis em muitos animais ao longo de toda a miofibrila e
o fato de ficarem intatas as estriagbes apds a extracdo da miosina, a
principal proteinia contratil (SzZENT GYOERGYI 1947).Hipétese concilia-
dora é a que confere ao material das estriacGes papel importante no
metabolismo das proteinas contrateis (PROSSER 1952, p. 578).

Do ponto de vista filogenético, é dificil afirmar que o tecido mus-
cular estriado, tal como se apresenta nos musculos rapidos dos verte-
brados, constitla grao superior no processo evolutivo. Ou, mesmo, que
o tecido muscular, de um modo geral, seja uma peculiaridade dos orga-
nismos superiores. Fibras contrateis existem nos Protozoarios, como
p. exemplo nos mionemas de Vorticela e Stentor. Nos Espongiarios,
faltam células especializadas para a contracao, ocluindo-se os oscula por
obra da atividade de células epidérmicas contrateis. Em todos os demais
phyla dos metazoarios, porém, existe o tecido especialmente diferencia-
do para a execucdo de movimento, cujos componentes se apresentam em
arranjos variados e, por vézes, bizarros, de tal modo a possibilitar a
conclusdao de que o padrao celular do misculo, mesmo o do estriado
dos vertebrados, teria surgido muito cedo no decurso da evolucdo. Assim
nos Celenterados, nas préprias células mioepiteliais, o componente mus-
cular pode apresentar-se com as caracteristicas da fibra muscular lisa
nas actineas e as da fibra muscular estriada nas medusas, numa curiosa
correlacao com o grau de atividade ambos os animais (HErRTWIG 1931,
p. 82). Fibras musculares uninucleadas afibriladas encontram-se entre os
platelmintes e as holotarias (PLATE 1922, p. 115; OLsoN 1938). Em
anelideos, moluscos, tunicados e outros invertebrados existem mfsculos
nao estriados e estriados e, até frequentemente, musculos de carater
misto em que fibras de cada tipo podem ocorrer lado a lado ou o misculo
é 'predominantemente estriado ou liso. O caso mais notavel désses
miusculos mistos é o do coragao de Ciona, estudado por BozZLER (1928).
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.A musculatura lisa dos invertebrados, via de regra, distingue-se pela
maior rapidez de contracido relativamente a dos vertebrados, além de
-diferir fundamentalmente desta Gltima do ponto de vista histologico;
possui fibras longas geralmente afibriladas em oposicao as curtas e fi-
briladas dos vertebrados. Finalmente, quanto a riqueza e a complica-
-¢ao de estriacdo transversal, as fibras dos musculos estriados dos verte-
brados colocar-se-iam em plano inferior as dos artropodes, em especial
crusticeos e insetos. Essa concepcdo, todavia, com a microscopia ele-
tronica, tem sido essencialmente modificada. (Vide EDWARDS, SANTOS,
SANTOS e SAwAYA 1954).

O mecanismo celular da contracdo muscular, foi dito, reside em
certas proteinas fibrosas, alinhadas ao longo das miofibrilas, capazes de
dobramento reversivel. A hipdtese, confirmada experimentalmente no
caso do miusculo, segundo a qual o mecanismo de acao de elementos con-
trateis em geral se funda no encurtamento reversivel de protinas fibro-
sas, estd em grande voga em fisiologia e tem contribuido bastante a elu-
-cidacdo de outras manifestagées de movimento dos séres vivos. Assim,
mo movimento ameboide, a contratilidade do gel provavelmente se deve
a proteinas filiformes ou cadeias polipeptidicas, que se encurtam segun-
do o grau de hidratagio. Esses elementos contrateis do plasmagel as-
semelhar-se-iam as proteinas fibrosas dos musculos, com a diferenga
apenas de que seriam menos regularmente organizados, disso resultan-
do nao apresentarem de ordinario birefrangéncia. Todavia, os ax6podos
dos Heliozoarios e Radiolarios, que s@o muito contrateis, exibem-n’a
(ScHMIDT 1937) e bem poderiam representar o estado intermediario
de organizacdo entre o gel fracamente contratil dos Rizopodes e Mixo-
micetos e o musculo verdadeiro. O movimento ciliar, igualmente, pode
ser interpretado em termos de moléculas filiformes proteinicas reversi-
welmente encurtaveis. Métodos tais como a transmissdo de luz polari-
zada, difracdo de raios X e micrografia eletronica indicam ser a organi-
zacao molecular de um cilio surpreendentemente semelhante a das fi-
brilas musculares. Em nenhum désses casos, porém, se conseguiu, até
agora, dar a hipotese da proteina fibrosa o forte ap6io experimental que
ela ja obteve no caso do misculo, embora, grande progresso tenha sido
.conseguido néstes ultimos anos (SEIFRIZ 1952). Isso, evidentemente, se
deve as dificuldades inegavelmente maiores de ataque experimental.
De fato, as atividades ameboide e ciliar manifestam-se em organismos
unicelulares ou em epitélios dos quais s6 a duras penas se conseguira
extrair em quantidade suficiente o material contratil. No caso do muas-
culo, pelo contrario, de ha muito pode éle ser extraido. Por outro lado,
é o movimento decorrente da atividade muscular aquele que, por suas
proporcdes e consequéncias, mais cedo despertou a atengdo dos estudio-
sos. Todos ésses fatores fizeram com que se adiantassem extraordina-
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riamente, sobretudo nas duas Gltimas décadas, os nossos conhecimentos:
sObre a natureza intima da contragio muscular.

A fibrila muscular contratil, diz SzENT GYOERGYI (1947, p. 1) na
introducio de seu ja famoso livro, em que compara o bioquimico a crian-
¢a, porque quando encontra um brinquedo o desmonta e raramente
cumpre a promessa de monta-lo de novo, é “the loveliest toy ever provi-
ded by nature for the biochemist”. Nao admira, pois, continiia, que fa-
mosos cientistas do século passado ja tivessem tentado decompd-la.
Nessa tarefa, DANILEWSKI (1881 Apud Szent Gyorgyi 1947), HALLI-
BURTON (1887 Apud Szent Gyorgyi 1947) e v. FUrRTH (1895 Apud
Szent Gyorgyi 1947) foram relativamente bem sucedidos: parte consi-
deravel da fibrila péde ser dissolvida em solugbes salinas concentradas
e uma proteina globulinoide, rapidamente precipitavel a diluicao, foi
obtida, a que se denominou “miosina’ para distingui-la do “miogénio”,
soluvel n'agua. O assunto foi retomado em bases modernas de estudo,
na terceira década déste século, por V. MURALT & EpsaLL (1930) e
WEBER (1934). Em 1939, ENGELHARDT & LJUBIMOWA evidenciaram
as relagbes entre a miosina e o importantissimo trifosfato de adenosina
(ATP, do inglés: adenosine triphosphate). A partir de 1940, SzENT
GYOERGYI e seu grupo, primeiramente em Szeged (Hungria) e poste-
riormente no “Institute for Muscle Research” no Marine Biological La-
boratory de Woods Hole (Estados Unidos) se entregaram a notavel
série de trabalhos s6bre a bioquimica da miofibrila, de que resultaram
os grandes progressos obtidos nos Gltimos tempos no conhecimento da.
natureza intima da contracdo muscular. Como resultado de suas inves-
tigacGes, demonstrou-se ser a “miosina’ uma mistura indefinida de 2 pro-
teinas que se unem para formar um composto. As propriedades dos
componentes puros sao bem diferentes das da prépria “miosina”, sendo,
por exemplo, solGveis n’agua, em oposi¢cao a “miosina’ caracteristicamente-
nela insolivel. Miosina ficou denominagdo dada a um dos componen-
tes da velha “miosina”, ao passo que ao outro, isolado por STRAUB (1942
Apud SzENT GYOERGYI 1947), se chamou actina. Nenhuma dessas
duas proteinas é, isoladamente, contratil; adquirem, todavia, essa mo-
tavel propriedade quando juntadas em relacbes apropriadas para formar
o complexo “actomiosina”. A adicdo de ATP e os constituintes idnicos.
da fibra muscular a actomiosina opera, in vitro, a sua contracao. Pro-
vocar essa contracdo, confessa SZENT GYOERGYI foi um dos maiores.
acontecimentos de sua carreira cientifica. Movimento, um dos mais ba-
sicos fendomenos biolégicos, sempre considerado como um indice da vida,
pdde finalmente ser produzido in vitro com constituintes da célula. A
experiéncia deixava bem, claro o papel importantissimo do APT no en-
curtamento do complexo actomiosinico. Isoladamente, nem actina, nem
miosina e nem o proprio complexo mostram sinais de contratilidade. O
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que faz éste Gltimo funcionar é o ATP, considerado por SZENT GYOERGY1
(1949) como a substancia-mestra do mfsculo.

E’ o ATP um nucleétido, solivel em agua, de péso molecular relati-
vamente pequeno. Em 1927, EMBDEN e ZIMMERMANN descreveram o
adenosinfosfato (AMP), composto formado da condensacdo de adenina
mais ribose mais acido fosférico. Em 1932, MEYERHOF & LOHMANN des-
cobriram que, no misculo, a adenosina nao se liga a um, mas a 3 grupos
fosféricos, ou seja, apresenta-se como ATP. A maneira pela qual ésses
2 radicais fosféricos extras se ligam ao adenosinfosfato, ou seja, em liga-
¢éo pirofosférica (radical fosférico ligado a atomo de fésforo) é extrema-
mente importante, pois sua energia livre de hidrélise é estimada em 10.000
a 11.000 calorias (KALCKAR 1941, LiPMANN 1941), as quais, como in-
dicaram MEYERHOF & LOHMANN (1932), constituem a Gnica fonte ime-
diata de energia da contracdo muscular. Segundo KALCKAR (1. c.) e
LipMANN (1. c.), provavelmente toda a energia libertada nas é6xidore-
ducoes biolégicas armazena-se em compostos fosforilados e passa de
composto a composto, nos varios ciclos catabdlicos, com a transferén-
cia do radical. Alem de ser usada na contracdo muscular, essa energia
pode igualmente ser consumida em outras atividades celulares, tais como
ciclose, sinteses, secrecao, acumulacdo de ions, transmissdo de estados
excitatérios ,etc. Aféra ATP dispoe a célula ainda de outros compostos
com ligacoes fosféricas ricas em energia, por exemplo, o difosfato de
adenosina (ADP, de: “adenosine diphosphate”) e os importantes “fosfa-
genos” descobertos em 1927 por FISKE & SUBBAROW e EGGLETON &
EGGLETON, independentemente. Sao éstes wltimos derivados fosforila-
dos da creatina (vertebrados) ou da arginina (invertebrados) em que
o radical fosférico se liga a um atomo de N, o que confere a ligacdo uma
energia livre de hidrélise igual & da ligacdo pirofosférica do ATP ou
do ADP. Nao se poderia ainda deixar de mencionar uma terceira possi-
bilidade de ligacdo de radical fosférico a compostos organicos na célula,
igualmente com uma energia livre de hidrélise avaliada em 10.000 calo-
rias: trata-se da ligacdo a grupos carboxilicos, tal como se observa em
varios compostos que surgem no ciclo degradativo dos acucares ou no
chamado ciclo de Krebs. *

A maneira pela qual o ATP faz funcionar a actomisina constitui
o problema magno da contragdo muscular. Este, em tltima anélise,
envolve um problema fundamental de biologia, qual seja o do modo
pelo qual a célula faz uso da energia produzida nas oxidacbes nas suas
multiplas atividades. A despeito dos inimeros progressos realizados,

- sobretudo no setor da atividade muscular, essa conjugacdo energética
(energetic coupling) continGa, em todos os casos, um mistério. Seria

* Ha4, na verdade, uma 4a. possibilidade, na ligacdo -S—OPOsH do acetilcoenzima A piro-
fosfato (Lipmann 1946).
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ultrapassar de muito os limites desta introducio, que visa tdo sOmente
a situagao geral de um problema abordado, numa de suas facetas, néste
trabalho, expdr na mesma com mindcias o relato do- estado atual dos
conhecimentos sdbre a conversdo de energia quimica em energia meca-
nica no misculo. Ele poderi ser encontrado nas sucessivas publicacoes
de SzENT GYOERGYI (1947,1949 e 1952) e em portugués, na recente revi-
sao do assunto feita por EDWARDS (1954). Todavia, é necessario foca-
lizar alguns pontos indispensaveis a manutencdo da continuidade do en-
cadeiamento de fatos que levara finalmente a discussao dos aspectos pu-
ramente metaboélicos e enzimaticos da contracdo muscular. Parece nao
haver mais dlvidas quanto ao rompimento de uma ligagdo fosférica
do ATP durante o ciclo completo de contracao e relaxamento da fibra
muscular. Nao ha certeza, apenas, quanto a em que fase do ciclo isso se
da. De qualquer modo, o processo se efetia mediante o gasto da ener-
gia obtida da degradacao do ATP em ADP. A se dar crédito as pesqui-
sas de ENGELHARDT & LjuBiMowa (1. c.), confirmadas por SZENT
GYOERGVI & BANGA (1941, apud SzeNT GYOERGYI 1947), seria a pro-
pria miosina (ou, para empregar uma linguagem mais atual, a actomio-
sina) que se encarregaria da hidrélise da ligacao fosférica do ATP, com-
portando-se, assim, como uma verdadeira enzima. Estariamos, pois,
segundo a imagem de ENGELHARDT, diante de uma maquina ideal, cujo
cujo pistdo (a miosina) possui os préprios poderes de ignicdo. Parece
também estabelecido com alguma seguranca que a integridade do ATP
é necessaria a estabilizacao da actina na forma fibrosa (F-actina), em
que se torna possivel a sua unido com a miosina para formar o complexo.
A actomiosina resultante, foi visto, reage In vitro a adicio de ATP com
a contracdo e essa reatividade é altamente dependente da concentra-
¢do salina, principalmente de KCl. A verificacdo déste tltimo fato é
importantissima e podera fornecer a chave para a compreensdo de dois
fenémenos cujo estudo, de um modo geral, se faz isoladamente, mas que
sao um necessariamente a consequéncia do outro, ou seja, a excitagdo
da fibra muscular e a sua consequente contracao. Encontra-se em
SzENT- GYOERGYI (1949) interessante tentativa de interpretacdo dos dois
fenémenos, coligando-os: Na fibra em repouso, a concentracdo iénica se-
ria tal que a actomiosina e o ATP formam um complexo estavel, embo-
ra, por assim dizer, “no fio da navalha” (on the razor’s edge). Qual-
quer alteracdo de meio interno (p. ex. mudanca de pH) podera criar
cordicoes para que o complexo se desfaca (contracdo), passando a
actina a forma globular (G-actina) e enrugando-se o fio de miosina.
A reconstrucdo (relaxamento) da miosina far-se-ia entdo a custa do ATP.
No organismo, essa mudanca de condicOes internas poderia ser causada
pela chegada da onda de excitacdo que, sabidamente, altera a permeabi-
lidade da membrana, dando origem a alteragGes i6nicas e de pH. Essa hi-
pétese de SZENT GYOERGYI, admite, é 6bvio, que o gasto da energia libe-
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rada pela hidrélise do ATP é empregado no relaxamento, e se opde a
concepcdo de HiLL (1938, 1950) que considera desdobrarse o ATP
na fase de contra¢do. De qualquer maneira, como resultado na ativi-
dade muscular, ATP fica reduzido a ADP. Normalmente, como se vera,
o organismo dispoe de meios para ressintetizar o ATP, ligando novo ra-
dical fosférico ao ADP. Pode, porém, acontecer que ésse mecanismo de
ressintese nao encontre condicGes para se realizar, caso em que o organis-
mo langa mao de duas moléculas de ADP para a ressintese do ATP, re-
duzindo-se, entdo, uma delas necessariamente a AMP. Esse mecanismo,
todavia, nao é tolerado por muito tempo, pois que, além de ser limitado
o estoque de ADP, o AMP que se forma se converte em acido inosinico,
-que é toxico. Enquanto foér possivel, porém, a ressintese do ATP, a fibra
podera contrair-se novamente, pois que na ligacao pirofosférica do ATP
reside a Unica fonte imediata de energia da contracdo muscular. Mius-
«culo sem ATP, ndo sé é inativo, mas rijo e inelastico; musculo em
rigor mortis é, na verdade, mtsculo sem ATP (SzenNT GYOERGYI 1949).

O modo pelo qual, normalmente, se processa a ressintese do ATP
constitui um dos capitulos mais intrincados da fisiologia, o qual envolve
necessariamente a discussdo do catabolismo dos carbohidratos. A corre-
lacdo entre contracdo muscular e queima de acgucares é um fato de
ha muito estabelecido. Primeiramente, acreditou-se que a contracao
muscular se produzisse & custa de energia libertada de uma hipotética
substancia, o “inogénio”, de cuja rapida decomposicdo resultariam CO, e
Aacido latico. Posteriormente, demostrou-se que, na contracao, sobretudo
na auséncia de oxigénio, se forma acido latico, que a adigao de oxigénio,
desaparece com formacao de CO, (FLETCHER & HOPKINS 1907, apud L.
Evans 1952). Coube a MEYERHOF (1930) evidenciar que a formacéo
-de &cido latico se da a partir de glicogénio ou glicose. Na base désses
resultados chegou-se a pensar que a reacao inicial na contracdo muscu-
lar fosse a conversdo de glicogénio em acido latico (glicélise), com o
corolario de que a presenca de 4cido latico no misculo, de algum modo,
causava a sua contragao e, em quantidade suficiente, levava-o ao rigor.
LunDpscaarDp (1930), todavia, pelo engenhoso emprégo de um inibidor
da glicolise (4cido monoiodoacético), demosntrou que o musculo se con-
trai mesmo sem formacao de Acido latico. A fadiga, porém, sobrevem
‘mais rapidamente, sendo impossivel o recobro durante o descanso em
oxigénio, como acontece com os musculos normais fatigados, e o mis-
culo logo passa ao rigor. A andlise do teor de acido latico, entao, revela
que nao houve aumento sébre o valor das condigles iniciais, embora o
-glicogénio tenha desaparecido, como nos miusculos nao envenenados com
acido monoiodoacético. Revela ainda a analise que a fosfocreatina, no
‘misculo envenenado levado a fadiga, decompobe-se, tal como acontece
normalmente, mas, ao contrario do que sucede no misculo nio envene-
-nado, ndo se ressintetisa. Constitui, mesmo, a fosfocreatina o fator limi-
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tante do tempo em que o misculo envenenado se mantém respondendo 2
excitacido, até chegar a fadiga. Finalmente, o misculo envenenado apre-
senta-se, ao cabo de uma série de estimulacdes, rico em hexoses mono
e difosfatadas. Os resultados de LUNDSGAARD foram, naturalmente, de
enorme importincia na modificacdo do ponto de vista primitivo sdbre
a causa da contragdo muscular. Os fosfigenos tinham sido descobertos
em 1927. Em 1932, MEYERHOF e LOHMANN demonstraram a presenca
de ATP no musculo. Paralelamente, desvendaram-se os varios passos da
glicolise, ou seja, do catabolismo do glicogénio até acido latico. A gli-
colise anaerdbica se revelara um sistema complezo de reagdes em que se
formam ésteres fosforilados sob contrdle enzimatico com deslocamentos
de energia de niveis relativamente altos por meio de ligacdes fosféricas
de alta energia, e onde em vérios estagios ADP figurava como acceptor
de radical fosférico. KEILIN (1925) descobrira o citocromo. LOHMANN
(1934) demonstrara que a fosfocreatina (PC), no misculo, estd em
equilibrio com o ATP atravéz da reacao reversivel:

PC 4+ ADP s ATP 4+ C

Tornou-se, assim, possivel correlacionar os varios dados experimentais,
tendo-se em vista uma explicacdo do mecanismo de ressintese do ATP,
bem como interpretar claramente a experiéncia de LUNDSGAARD. Com
relacdo a esta Gltima ficou patente que o envenenamento com acido mo-
noiodoacético permitia ainda uma incipiente glicélise, como provavam
o gasto de glicogénio e o acimulo de hexoses mono e difosfatadas, exa-
tamente os primeiros produtos do catabolismo glicogénico. N3o eram
atingidos, todavia, aqueles estagios de deslocamento de energia, em que
normalmente se torna possivel a recuperacao, por parte do misculo, sob
a forma de ressintese de ATP, da energia gasta na contracao. A recons-
tituicado do ATP, portanto, passava a ser feita a custa do deslocamento
do equilibrio da reacdo de LOHMANN no sentido apropriado, ou seja, a
custa de PC, com a consequente perda irreparavel desta. Reciprocamen-
te, reforcou-se a conclusao de que, em condigoes normais, no miisculo
que se contrai, ATP é reduzido a ADP e reconduzido i forma original
a custa do processo glicolitico e se impds a de que a fosfocreatina, nor-
malmente, tem um papel puramente de reserva. No musculo, cujo es-
toque de glicogénio se tenha exgotado, porém, essa reserva pode ser ata-
cada, tal como no caso do misculo envenenado. Basta todavia, que se
propicie ao misculo novo suprimento de glicogénio, para que a glicolise
se reinicie, ATP passe a ser ressintetisado e acumulado e o equilibrio
de LOHMNN se desloque no sentido da fosfocreatina, cujo nivel quanti-
tativo, entao, se restabelece.

Elucidado, assim, o mecanismo de ressintese do ATP e afastada defi-
nitivamente a hipétese de que o acido latico é um concomitante essen-
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cial da contragdo, faltava ainda, para completar o quadro, a explicacao
de como a hidrélise do ATP na contracao pode desencadear o processo
glicolitico necessirio a sua reconstituicio. Essa explicacdo foi satisfa-
tériamente obtida com a verificagdo de que importante passagem da
glicolise, precisamente aquela em que a iltima das hexoses monofosfa-
tadas resultantes da fosforélise inicial do glicogénio se converte em hexo-
se difosfatada, se aproveita do radical fosférico oriundo da hidrdlise
do ATP. Essa reacao constitui um verdadeiro escorvamento (“priming
reaction”) da glicolise, se se tiver em mira que sera precisamente a sin-
tese do ATP a beneficiada nos passos futuros do processo glicolitico.
De fato, somente durante a glicése anaerdébica ha possibilidade de ume
ganho liquido de trés ligacGes pirofosféricas, para nao se falar das fases
ulteriores (aerdbicas) do catabolismo glicogénico, quando surgem con-
dicoes para o restabelecimento de cerca 36 ligaceds do mesmo tipo.

Sdo, pois, como se viu, realmente muito estreitas as relacGes entre
a atividade muscular e o catabolismo do glicogénio, nao tendo sido, mes-
mo, por outras razées que a degradacdo geral dos acucares foi em boa
parte estudada e elucidada & custa de material muscular. No mus-
culo, o catabolismo do glicogénio se inicia, como j4 mencionado, por uma
fosfor6lise désse polisacarideo de que resultam sucessivamente trés he-
xoses monofosfatadas e, a seguir, uma hexose difosfatada. Esta tltima
cinde-se em dois compostos de trés carbonos que dio origem a uma sé-
rie de trioses fosfatadas, de que resulta, finalmente, o acido piravico.
To6das essas passagens sdo possiveis em condicoes estritamente anaerd-
bicas e cada uma delas é reversivel e controlada por uma enzima especi-
fica. Em condicdes ideais de oxigenacao, a degradacdo ulterior do glico-
génio prossegue a partir do acido pirGvico, sem formacdo de acido latico.
As condicdes ideais, todavia, ndo existem e, assim, devido a deficiéncia
de suprimento de oxigénio, sempre se forma algum acido latico a partir
de Acido piraivico, o que deu margem a crenca de que o Acidc latico
era o ponto final da fase anaerébica da degradacdo do glicogénic. Esse
Acido latico, na presenca de suficiente suprimento de oxigénio, se oxida
ria em parte (1/5) e em parte se reconverteria em glicogénio (4/5).
Considera-se, porém, atualmente, que o acido piravico, e ndo o latico, é
a encruzilhada do metabolismo dos carbohidratos. Na auséncia de oxi-
génio, viu-se, acido pirtvico é reduzido a latico, que, segundo Cor1 &
Cor1 (apud BALDWIN 1952, p. 407) se difunde e é levado pela corrente
sanguinea ao figado, onde é oxidado de novo a piravico e, dai, por uma
glicélise as avessas, reconvertido em glicogénio. Na presenca de oxigé-
nio, acido pirtivico é completamente oxidado a CO; e agua, atravéz de
uma interessante série de reacOes reversiveis intermediarias (ciclo de
SzENT GYOERGYI — KREBS) controlada cada uma por uma enzima es-
pecifica. Esta, em cinco passagens, é uma desidrogenase que entrega
os 2 H subtraidos ao substrato, por meio do sistema citocromo-citocro-



136 ERASMO GARCIA MENDES

xidase, ao oxigénio. Condicao prévia para a entrada do 4cido piravico no
ciclo de SZENT GYOERGYI — KREBS é a sua descarboxilacdo oxidativa e
conversao naquilo que se designa por “acetato ativo”, hoje, o acetil-
coenzina A (LIPMANN 1946). Ha razao para crer que a degradagao
dos acidos gordurosos também culmina na producao de acido acético
em alguma forma altamente reativa, que entdo, entraria no ciclo de
SzeENT GYORGYI - KREBs. Assim se explicariam a conversdo reciproca
de gorduras e carbohidratos no organismo e a completa oxidacao das
primeiras e seus metabolitos intermediarios. Esse notavel ciclo
também propicia um élo entre o metabolismo dos carbohidratos e o
das proteinas. Por exemplo, os componentes do ciclo tais como acidos
piravico, oxalacético e alfacetoglutarico, por simples aminagao ou tran-
saminacdo, se converteriam reversivelmente em alanina, 4cido aspar-
tico e acido glutamico.

Finda aqui o escorco, que julguei conveniente para preimbulo do
presente trabalho, do estado mais ou menos atual do problema da contra-
¢dao muscular em seus miultiplos aspectos. O que se sumariou, todavia,
infelizmente, diz respeito quase que exclusivamente ao musculo estriado
dos vertebrados, que é o que tem sido mais exaustivamente pesquisado.
Naturalmente, porém, os fisidlogos e os bioquimicos, embora nao em tao
larga escala, tém também procurado saber se aplicam aos demais miscu-
los as informacoes obtidas com o musculo estriado dos vertebrados. O
que segue é um relato sucinto dessas pesquisas.

*

Os estudos s6bre a fisiologia, encarada bioquimicamente, do misculo
estriado entre os invertebrados, dizem respeito sobretudo aos insetos.
E verdade que se encontram referéncias na literatura acérca das eventos
bioquimicos nos crusticeos, como, por exemplo, nos trabalhos de
BovLAND (1929) e BaLL & MEYERHOF (1940).0 musculo estriado do
inseto, todavia, é o que tem sido mais detalhada e frequentemente estu-
dado. Encontra-se em GILMOUR (1953) boa e recente revisdo do assun-
to. O misculo estriado do inseto, que pela estrutura, foi visto, mostra-se
comparavel senao superior ao estriado dos vertebrados, nao lhe fica,pare-
ce, a dever nada quanto a bioquimica. Foi no inseto que KEILIN (1925)
descobriu o citocromo tendo entao assinalado, apds esmerado estudo es-
tudo por todo o reino animal, que o musculo toraxico do inseto que vda
é o mais rico de todos os misculos estriados quanto ao teor do
pigmento em questdo. A atividade metabdlica de todos os muscu-
los dos insetos parece ser mais alta do que a dos vertebrados.
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BARRON & TAHMISIAN (1948) estudaram exaustivamente &sse meta--
bolismo, na barata. Os resultados indicaram que os eventos qui-
micos no musculo da coxa nao diferem essencialmente dos que:
ja sumariados nesta introducdo para o estriado dos vertebrados.

WATANABE & WiLLIAMS (1953/1954) ocuparam-se das oxidases, desi-

drogenases e do citocromo, do ponto de vista da sua localizacdo dentro

da fibrila € da composicao quimica. SACKTOR (1953) demonstrou que

os musculos mais coloridos devido 4 maior concentracao de mitocdndrias, .
possuem maior atividade citocromo-citocromoxidasica e que as mitocdn-

drias dos miusculos do voéo da mosca contém uma ATPase especifica,

ativada por Mg e Mn, capaz de fender o fosfato terminal de ATP, en-
quanto que a da fibrila é ativada por Ca e pode utilizar outros fosfatos;

sao também as mitocondrias capazes de sintetizar ligacbes fosféricas de-
alta energia; azida e benzoato inibem a atividade ATP4sica. PEREzZ

GoNzALEZ & EDpwARDS (no prelo) estudaram e estdo estudando a ati-
vidade metabdlica em varios insetos do nosso pais, visando mormente

as diferencas entre os diversos musculos especializados, tais como os

misculos da perna e do voo em insetos tidos como primitivos, terres-

tres bons voadores, aquaticos e aquaticos bons voadores.

*

Em confronto com os miusculos estriados dos vertebrados e inverte--
brados, o musculo liso de um modo geral, encontra-se numa fase de es-
tudo incomparavelmente inferior. Esse atraso ndo diz respeito somente
a bioquimica da contragao, mas a muitos outros aspectos fisioldgicos, .
como ressalta da revisdo de FIscHER (1944). Esse autor, analisando as
causas da inferioridade do conhecimento fisiolégico do misculo liso, .
faz ver, de inicio, que, decorridos 18 anos apds a revisdao de LovAaTT
Evans (1926), no mesmo Physiclogical Reviews, poucos esclarecimentos
mais tinha a oferecer. Atendo-se , de preferéncia, ao misculo liso dos.
vertebrados, acrescenta que desde o tempo da revisao de L. EvVANS, o
progresso mais notavel surgido tinha sido o reconhecimento de que é
absolutamente falha, nésses animais a concep¢ao de que o misculo liso
é uma unidade biolégica. De fato, enquanto que os misculos estriados .
pouco diferem num mesmo individuo ou até em individuos de classe -
diferentes quanto as propriedades histolégicas, fisioloégicas e farmaco-
légicas, os misculos lisos mostram diferencas até dentro de um mesmo
individuo. Via de regra, os lisos, ao contrario dos estriados que sdo pra-
ticamente o 6rgao (excecbes: no esdfago dos mamiferos e iris dos sau-
ropsideos), sdo partes de um orgao e dele se isolam imperfeita e difi-
cilmente, tornando precarios os estudos fisiolégicos. A despeito porém, .
dessas dificuldades, algo se sabe ja com referéncia a bioquimica da
contracdo do misculo liso dos vertebrados que sugere a conclusdo de:
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que ela é muito semelhante 4 do muisculo estriado. LovAaTrT EVANS
(1925, apud GLAISTER & KERLY 1936) demonstrou que o teor de acido
latico aumenta durante a anarobiose e apls a estimulacio. MEYERHOF
& LoHMaN (1926), ROSENTHAL & LaAsNiTski (1928), HAARMANN
(1932) e Prasap (1935) indicaram que o misculo intestinal pode for-
mar mais rapidamente acido latico a partir de glicose do que seus proé-
prios estoques de carbohidratos ou de glicogénio adicionado. Mediram
também o consumo de oxigénio. MEYERHOF &LOHMANN (l.c.) acharam
um QO, de 0,28 a 20°C para o caso do musculo da ra e ROSENTHAL &
Lasnrtskr (l.c.) um de 2,64 para o colon do coelho. Os valores en-
contrados para a glicolise aerébica (QO:) e para a glicdlise anaerébica
G

(QN;) pelos referidos autores, para o intestino de ra e o colon do coelho

foram respectivamente 0,14 & 0,38 e 0,036 (15°) — 0,067 (25°) & 0,11
(sem glicose) — 0,50 (com glicose, 20°). EGGLETON & EGGLETON (1929)
demonstraram a existéncia de fosfocreatina no estdmago do coelho e da
ra e no Utero do coelho e da cobaia. ZANGHI (1930) encontrou o mesmo
fosfageno no estdmago das aves. Rozsa (apud SzENT GYOERGYI 1947,
p. 85) preparou actina e miosina a partir do musculo liso do vertebrado,
estudando as propriedades e as reacoes dos componentes, bem como do
complexo actimiosinico, combinando miosina de musculo liso com actina
de estriado e vice-versa e finalmente observando a contratilidade e
as reacées com ions e ATP. Tendo feito o mesmo com o musculo car-
diaco, concluiu que ndo ha diferenca essencial entre os 3 tipos de mis-
culos quanto ao mecanismo contratil, a diferenca quanto ao funciona-

Y

mento diz somente respeito a organizacao e a regulacdo.

*

Em vista das dificuldades experimentadas com o misculo liso dos
vertebrados, os pesquisadores frequentemente voltaram suas vistas para
os invertebrados, visando a ampliacdo dos conhecimentos relativos a
fisiologia do musculo liso em geral. A vantagem oferecida pelo musculo
liso dos invertebrados estad precisamente em que é muito cocmum nésses
animais a sua ocorréncia como mdasculo anatémico (FiscHER l.c.),
ou seja, como unidade biolégica equivalente ao musculo estriado dos ver-
tebrados. Esse pormenor facilita sobremaneira a obtencdo de material
apropriado para o estudo. PROSSER "(l.c.) classifica os misculos néo
estriados dos invertebrados segundo a facilidade com que neles sao dis-
cerniveis as fibrilas. Essas sdo facilmente demonstraveis, por exemplo,
nos retratores de Phascolosoma, um sipunculoideo, e nas fibras muscu-
lares dos cromatéforos dos cefalépodos, que se contraem tao rapida-
mente quanto as fibras estriadas - (BozLER 1. c.). Dificilmente
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‘se evidenciam, por outro lado, na porgao lisa do adutor dos moluscos e
-mos retratores do holoturéideo Thyone, onde as fibras sdao até consideradas
por alguns (p. ex., OLSON l.c.) como afibriladas.

As estruturas musculares lisas mais bem estudadas entre os inver-
-tebrados sdo seguramente as dos moluscos, em particular, a dos lameli-
branquios. Nestes ultimos, prestam-se admiravelmente bem ao estudo
os seguintes musculos: o adutor das valvas, o retrator do pé e o retra-
tor anterior do bisso. Esses misculos tém despertado o interésse, so-
bretudo, por servirem extraordiariamente bem ao estudo do tonus
(TwaroG 1949). Pesquisas de difracdo dos raios X (ScHMITT, BEAR,
HaLL & JAkus 1947) e de microscopia eletrénica (JAKUs, HALL &
‘ScHMITT 1944; SCHMITT, BEAR & HALL 1947) puzeram em relévo no
adutor de Mytilus, Venus, Anodonta, Mya e Pecten, um elemento fibroso
{provavelmente miosina), a paramiosina e colageno. O estudo bioqui-
-mico da musculatura lisa dos moluscos remonta a 1904, quando HENZE
demonstrou a presenca de glicogénio e acido latico no polvo. Em 1912,
STARKENTEIN & HENZE descobrem o glicogénio no misculo de Aplysia.
‘Esse mesmo polisacarideo é revelado em 1920 por ALBRECHT nc lame-
libranquio Pismo. BOoYLAND (1928) evidenciou a presenca de glicogé-
‘mio e acido latico numa variedade de moluscos e também que nos muscu-
los dos mesmos o glicogénio se converte em acido latico durante a ati-
widade, formando-se mais acide na porcao lisa. Surpreendentemente,
os lamelibrAnquios e gastrépodos possuem muito maior quantidade de
-glicogénio que os cefalépodos. Salientou também que, embora nos mis-
culos estudados o acido latico surgisse como resultado da atividade, a
sua pouca producdo estava a indicar baixo metabolismo carbohidratico.
¥ de GLAISTER & KERLY (1936) porém o mais pormenorizado estudo
sbbre o metabolismo do musculo liso em moluscos. Afora o fato de que
-essas duas autoras parecem ter usadc o musculo retrator do bisso e nédo
o retrator do pé como pretendem (FLETCHER 1937, TwaRrOG l.c.), o
trabalho por elas realizado em Mytilus é importante, de vez que ai sao
estudados, numa feliz combinacdo de estudos de excitacdo com bioqui-
-mica, o consumo de oxigénio em funcido de varios fatores, a natureza dos
carbohidratos presentes no misculo, a gliclise anaerébica e os efeitos de
adicao de substrato e de conhecidos inibidores s6bre o metabolismo. Em
1940, BALL & MEYERHOF (l.c.) ocuparam-se da desidrogenase succinica
no adutor de Venus, ventilando a questdo da ocorréncia de compostos
hémicos em animais que usam a hemocianina como pigmento respira-
tério. O assunto foi retomado em 1947 por HUMPHREY que, em Saxos-
‘#rea, pela técnica do homogenizado, estudou a utilizacao de succinato, as
atividades succinodesidrogenésica e succinoxidasica, a acdo dos inibi~
dores e a questio da existéncia no misculo désse lamelibranquio do
sistema citocromo-citocromoxidase. O estudo dos fosfagenos nos molus-
«ros parece ter sido iniciado por MEYERHOF (1928) que demonstrou a
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presenca de fosfoarginina em Pecten. BALDWYN (1933), todavia sugeriu,.
na base de diferencas na taxa de hidrélise, que nos cefalépodos o fosfa-
geno ndo é a arginina fosfatada. EGGLETON (1934), que segundo
FLETCHER (l.c.) e TwaroG (l.c.) parece ter repetido o érro de
GLAISTER & KERLY (l.c.) ao considerar em Mytilus o retrator anterior
do bisso como retrator do pé, informou que no musculo por éle estudado

7

o fosfageno mais importante é a fosfoarginina.

Outras estruturas musculares lisas de invertebrados que ja4 foram
estudadas sob varios aspectos, embora em griau nitidamente inferior
ao das precedentes, sao o retrator dos sipunculoideos e o retrator e e
misculo longitudinal da holotiria. O grupo do M.I.T. dirigido por
JAkus (l.c.) encontrou no retractor de Phascolosoma e no de Thyone
aquele mesmo elemento fibroso, que é provavelmente a miosina, e igual-
mente a paramiosina e o colageno. BOYLAND (l.c.) demonstrou em
Holothuria a conversao do glicogénio em Aacido latico, com as mesmas.
caracteristicas lentas com que ela ocorre nos moluscos. MEYERHOF
(1928) informou que o fosfageno de Holothuria é a fosfoarginina.
HARTING (1947) estudou a glicblise anaerébica dos retratores de Thyone
sob a influéncia de inibidores. HiLL (1926) pesquisou as propriedades
visco-elasticas do misculo longitudinal de Holothuria. Do ponto de
vista farmacolégico, éste Gltimo musculo tem sido também abordado por
BacqQ (1935, 1939 a e b),DuBuy (1936), BAcQ & NACHMANNSOHN
(1937), MOUSSATCHE & ARONSON (1951), Sawava (1952), AMBACHE
& SAawava (1953) e SAwAvAa & MENDES (1953).

O que se elucidou, porém, a respeito dessas estruturas musculares.
lisas dos sipunculoideos e dos holoturoideos, evidentemente é pouco,.
restando ainda muito por desbravar. Eis porque julguei oportuno qual-
quer esforco no sentido de se ampliarem os conhecimentos s6bre ésses
efetuadores. Mesmo porque, mais do que talvez os musculos mencio-
nados dos lamelibranquios, constituem o retrator dos sipunculoideos e
o retrator e o longitudinal das Holotlrias unidades perfeitamente deli-
mitadas, de facil dissecacao e, portanto apropriadas para o trabalho ex-
perimental.

A idéia de trabalhar com sipunculoideos, porém, foi de inicio afastada,
em virtude da dificuldade de captura de tais invertebrados que, ao
que parece, nao ocorrem em bidtopos accessiveis nas nossas costas.
As holotirias, pelo contrario, sdo abundantissimas entre as rochas semi-
enterradas na areia das nossas praias. Ndo raro, na maré baixa, ficam
até expostas ao ar, podendo ser facilmente coletadas. Foram, pois, as
holottrias escolhidas como material para um estudo intensivo da fisio-
logia dos miisculos longitudinais. Os primeiros resultados obtidos nesse-
estudo sao aqui relatados.



O MATERIAL E OS METODOS
a. O material, sua coleta e manutencdo no laboratorio.

A espécie de holotiaria utilizada no presente trabalho foi determi-
nada como sendo a Holothuria grisea SELENKA (1867). A determinacdo
se faz na base da diagnose original de SELENKA (I'c.) e também nade
THEEL (1886, p. 214), que estudou o material colhido pela Expedicdao
Challenger, precisamente no Brasil. Material do mesmo local foi remetido
em 1947 ao Dr. MORTENSEN em Copenhague, que o classificou
como Holothuria grisea. A ocorréncia de Holothuria grisea no Brasil
ja tinha sido assinalada por SEMPER (ap. THEEL) no Rio de Janeiro e
Lupwic (1881), entre outros. Trata-se, na verdade, de um animal
comunissimo nas praias rochosas do sul do Brasil. Recentemente, foi
a sua presenca no nosso pais, de novo, assinalada na literatura, com o©
trabalho de OLIVEIRA (1950, p. 336). Desde entdao vem sendo objeto
de trabalhos fisiolégicos e bioquimicos, entre os quais se citam os ja
mencionados de SAwAyva (1. c.) e de MOUSSATCHE e ARONSON (1l.c)
que se ocuparam da farmacologia da musculatura longitudinal; de
VILLELA (1951) que tratou da presenca, em H. grisea, de um pigmento
fluorescente e, finalmente, de PANTIN & SAwaAva (1953) sobre a ati-
vidade muscular. S3o as holotGrias animais de corpo provido de forte
musculatura em cuja face interna se prendem cinco poderosos musculos
longitudinais dispostos radialmente. Dentro da parede do corpo, existe
um grande espaco celémico, cheio de fluido, contendo o intestino e
outras visceras. No extremo posterior do intestino, esta a poderosa cloaca
muscular, na qual se abrem os grandes diverticulos ramificados conhe-
cidos por “arvore respiratdria”, os quais jazem livremente na cavidade
celémica. PANTIN & Sawava (l.c.) ocuparam-se pormenorizadamen-
te das mudancas da forma do corpo e dos movimentos désses animais,
pondo em evidéncia o papel das musculaturas circular e longitudinal.
A forma do corpo e seus movimentos dependem das contragOes dessa
musculatura, atuando contra o volume de fluido dentro da cavidade
do corpo. Esse sistema de acdo é caracteristico dos animais com “esque-
leto hidrostatico’, os “Hohlorganartige Tiere” de Jorpan (1914, 1916).
O fluido contra o qual premem os misculos é o celdmico, mas também
a dgua do mar, que é bombada pela cloaca para dentro da “arvore res-
piratéria”. PANTIN & SAWAYA estudaram sobretudo &sse bombamento
d’Agua, do ponto de vista quantitativo, ressaltando que os movimentos
ritmicos de abertura da cloaca, que o propiciam, parecem devidos a
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contragdo da musculatura longitudinal, cujos elementos se prendem &
cloaca na extremidade posterior do corpo. Essa contracdo opera o es-
treitamento dessa extremidade que se torna pontuda a4 medida que
a cloaca se abre e se enche de agua. Cheia a cloaca, ela fecha-se e, por
forte contragao da musculatura circular, a agua é injetada na “arvore
respiratéria”. Reinicia-se, entao, o cicle. A cada 10.2 contragdo da cloaca,
consideravel volume d’agua é esguichado para fora do corpo.

A captura das holotarias, como ji referido, faz-se facilmente nas
ocasides de maré baixa, por exemplo, nas vasantes de lua cheia. Em
outras ocasides, todavia, pode tornar-se ardua a sua coleta, de vez que
o seu bidtopo constitue zona de dificil acesso em maré alta e dificilimo
mesmo quando a essa circustancia se alia o mar grosso, porque, entao,
o biétopo é a zona de rebentacido das ondas. As holoturias, pelas ven-
tosinhas dos pés ambulacrarios, ficam grudadas as rochas ao nivel em
que estas afloram na areia e nao dispensam a proximidade desta
altima, porque o alimento é tirado do material organico contido na areia
que atravessa o intestino do animal. Em algumas regioes, como no deno-
minado “cantdo” da praia da Enseada, em Guaruji, é comum, na va-
sante, encontrarem-se as holotirias semi-enterradas na areia. Essa ob-
servagiao parece-me importante, porquanto H. grisea é tida como espé-
cie que vive entre as fendas e desvaos das rochas (p. ex. PANTIN &
SAwAYA l.c. 56), em oposicdo as espécies tipicamente cavadoras.
tais como Caudina chilensis (YAzAKI 1930). Relativamente ao tama-
nho dos exemplares coletados, cumpre ressaltar que os maiores foram
sempre encontrados nas rochas dos costées das montanhas nas proximi-
dades do mar razo e,via de regra, diminuiam de tamanho ao longo das
encostas no sentido do mar mais profundo.

As coletas processaram-se de preferéncia nas rochas semisubmersas
da Ilha de Urubuquecaba, entre Santos e Sao Vicente, a esquerda do
lado voltado para a praia. Em ocasibes mais raras, colheu-se material
no ja mencionado “cantiao” da Praia da Enseada em Guaruji e, também,
na Praia do Cabelo Gordo, na regido de Sao Sebastiao. A Ilha de Uru-
buquecgaba, todavia, foi escolhida como local padrao de captura, porquan-
to ai os exemplares coletados foram os que melhor se prestaram ulte-
riormente as experiéncias, pelo tamanho e pela maior rapidez com que
eram transportados a Sao Paulo.

Os animais capturados eram colocados em recipientes de alumi-
nio contendo agua do mar, que durante todo o tempo da captura era
renovada periodicamente a fim de se propiciar bom arejamento. Um bom
estoque de agua do mar era também colhido na ocasiao para o ulterior
suprimento dos aquarios em Sao Paulo. Animais e estoque de agua do
mar eram, tao rapidamente quanto possivel, transportados para o labo-
ratério da Faculdade, em caminhonete. Durante o percurso de Santos a
Sdo Paulo, a agua dos recipientes de aluminio era, de quando em quando,



MUSCULO LONGITUDINAL DE HOLOTHURIA 143

renovada e, sobretudo, controlavam-se as frequentes eviceragbes, comuns
nas holotdrias como consequéncia do distarbio a elas causados pela
manipulagio e sacolejamento do carro, uma vez que o material eviscera-
do se revelou perturbador das boas condicées da agua do mar.

No laboratério, em Sao Paulo, de ante-mao preparados encon-
travam-se os aquirios para a recepcdo dos animais. Tratava-se de
recipientes inteiramente de vidro, de forma globdide. Ai eram coloca-
das as holotirias em Agua do mar, frequentemente renovada. Assegu-
rou-se a tlterior manutencao dos animais nésses aquarios pela circulagdao
continua da agua do mar, segundo um dispositivo especial que nos foi
aconselhado pelo Prof. BESNARD do Instituto Oceanografico da Univer-
sidade de Sdo Paulo e que consistia do seguinte: a agua do aquario era
sifonada para um recipiente de vidro, colocado externamente, de sec-
cdo retangular. Esse recipiente continha, de baixo para cima pedregu-
lho, carvao ativado, areia de cachoeira e algodao de vidro. No centro
do mesmo, perfurando essas varias camadas até tomar contacto com o
fundo, intercalava-se um tubo de vidro de ca. de 2 cms. de didmetro.
A A4gua sifonada filtrava-se, assim, pelas varias camadas retentoras de
sua impureza e penetrando, purificada, pelo tubo intercalado mediana-
mente, vinha aflorar no tépo déste wltimo. Dai, finalmente, era ela
bombada de novo para o aquario, por engenhoso dispositivo de injegdo
de ar oriundo de um compressor elétrico de baixa rotacdo. Esse sistema
de circulagdo de agua demonstrou-se extremamente eficiente. Casos
houve em que, colocada no aquéirio 4gua turva, mesma apds a precipi-
tacdo no fundo do material insolivel, tornou-se ela, por ésse sistema de
circulacdo e purificacao, absolutamente limpida em menos de 24 horas.
As holotiirias, mantidas em tal meio, puderam viver perfeitamente
bem durante o tempo necessario para a realizagdo das experiéncias.
Era comum, todavia, no segundo dia de permanéncia no aquario, que
todas ja tivessem esvasiado a areia total contida nos intestinos e boa
parte tivesse eviscerado. Em tais circunstancias, foi considerada medida
acauteladora, ndo sdomente a remocao das visceras expelidas, mas uma
limpeza total dos aquérios. Dai por diante, os animais, em nova agua
circulante, mantinham-se perfeitamente bem, sendo dificil diferenciar
entre os que tinham eviscerado ou nao. Via de regra, porém, os ani-
mais coletados numa excursdo eram utilizados numa semana, de modo
que nido houve preocupacao de se verificar quanto tempo poderiam su-
portar a vida, sem alimento, nos aquarios.

Duas observacdes que me parecem importantes como subsidios para
biologia das holoturias foram feitas no decurso dessas coletas e manu-
tencdo dos animais nos aquarios. Primeiramente, observou-se, que os ani-
mais eviscerados, nem por isso cessavam de executar aquéle mecanismo
de bombamento cloacal estudado por PANTIN & SAawAvA. Tornavam-se,
em consequéncia, enormes, visto que agora a agua era bombada dire-
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'diretamente para a cavidade do corpo. Exemplares medindo normalmen-
te 15 cms. de comprimento, chegaram, ao cabo dessa exagerada absor-
¢ao de Aagua, a atingir 30-40 cms. A outra observacio que me parece
digna de registro é a de que os animais capturados a partir de marco,
mais ou menos, até o fim das coletas em junho, exibiram gbénadas apa-
rentemente maduras. Com relacao aos testiculos, h4 mesmo certeza de
se acharem maduros pela comprovacao feita em esfregacos examina-
dos ao microscopio. As infrutiferas tentativas de realizacdo de fecun-
dacao artificial sugeriram, no entretanto, que os oOvulos ainda nao se
achassem suficientemente maduros.

b. Histologia dos miusculos longitudinais.

Os miusculos longitudinais encontram-se sOmente nas zonas ambu-
lacrarias. Seus feixes, em namero de 5, sao formados de duas faixas
acoladas, que se dispéem por todo o comprimento do corpo, a partir da
cloaca e vao terminar anteriormente no anel calcéario, da maneira seguin-
te: na altura do térco superior do corpo, cada faixa radial divide-se
em dois ramos: um, externo, que prossegue o trajeto primitivo, acolado
a derme, atinge a regido tentacular e ai se recurva, descendo até a mem-
brana perifaringea para terminar na borda superior da peca radial cor-
respondente; o outro interno, destaca-se da parede do corpo, atravessa
o celéma, livre de qualquer aderéncia, € vai inserir-se também na peca
calcéria radial, mais abaixo porém do que o outro ramo, na face interna
da placa. Esse Gltimo ramo denomina-se miisculo retrator da faringe.
Mantém os musculos longitudinais estreitas ligacdes com os nervos e
os canais ambulacrarios contidos no mesmo raio do corpo, os quais, na
na verdade, se dispéem entre misculo e pele. Os feixes musculares fi-
xam-se na sua porcio mediana a parede do corpo por uma espécie de
mesentério, no qual se alojam os nervos oriundos do sistema radial que
penetram nos musculos.

As fibras dos misculos longitudinais, de acérdo com os primeiros
autores (VoGcT & YUNG 1888, p. 665; JOorRDAN 1914, p. 378), sdo cé-
lulas fusiformes, longas, pontudas em ambos os extremos, medindo de
4-5 micra de didmetro e dispostas no sentido do comprimento do mus-
culo. HA muita controversia, porém, quanto a estrutura do citoplasma
dessas fibras. HALL (1927, ap. OLsoN l.c., p. 346) opina que, em
Cucumaria, a por¢cdao do musculo longitudinal conhecida como misculo
retrator da faringe (que é a que tem sido mais bem estudada do ponto
de vista histolégico) consiste de grandes fibras contendo poucas fibrilas
gigantes. Estudando musculo correspondente em Thyone, OLSON (l.c.)
contesta essa observacdo de HALL. O quadro histolégico mostrado pelas
figuras déste Gltimo é quase idéntico ao observado por OLSON em Thyone
Ora, nos musculos déste animal, a condicao nucleada das assim chamadas
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“fibrilas” por HALL, é bem evidente. Os ntcleos, embora frequentemente
periféricos e ligados as fibras pelas conexdes ténues, existem e, em al-
guns casos, podem ser vistos dentro das mesmas. Essa condi¢do nucleada
teria passado desapercebida a HALL. Este também teria interpretado
erroneamente os ndcleos livres entre os feixes, que sdo constituintes do
tecido conjuntivo, como nucleos musculares. Decorre, pois, do quadro
de OLSON a inexisténcia de elementos fibrilares no citoplasma das fibras,
© qual seria homogéneo. Alias, parece nao ter sido OLSON o primeiro a
.assinalar tal cousa, porquanto ja no livro de PLATTE (l.c., pp. 113 e
115) se faz referéncia ao fato da existéncia em Platelmintes e Holotd-
rias de células musculares afibriladas. Os estudos feitos com microsco-
pia eletronica, porém, vieram, ultimamente, modificar um tanto ésse
conceito de homogeneidade das fibras dos misculos longitudinais da holo-
taria. De fato, EDWARDS, SAWAYA, SANTOS & SANTOS (1953) conse-
guiram demonstrar que existem fibrilas no citoplasma dessas fibras.
Essas fibrilas, por técnica apropriada de micro-fragmentacio das fibras,
foram isoladas e mostraram até periodismo, sob a forma de uma série de
pontos diminutos ou contas dispostas em diagonal, em todos os estagios
-de contracdo. Os resultados colhidos foram semelhantes aos de HALL,
Jakus & ScHMITT (1945) com o adutor do molusco Venus. Aqui tam-
bém a microscopia eletrénica revelou a presenca de fibrilas estriadas.
Deve-se assinalar , todavia, que essa estriacao difere da normalmente
-encontrada no musculo esquelético. O periodo é curto, pouco visivel
abaixo de aumentos de 10.000 vézes. Os autores americanos nao esta-
beleceram correlacdo entre a estrutura das fibrilas e as caracteristicas
funcionais. No caso da holotiria, o periodo das estriagoes é levemente
maior do que o do colageno e um pouco menor do que o das fibrilas do
adutor de Venus. No estado de contracao, as fibrilas mostram séries de
regides espessadas em intervalos varios e tém o aspecto de uma fita
elastica encurtada. EDWARDS (comunicacdo pessoal) acredita que tais
regides espessadas representem focos de contracées locais. Sugere. além
.disso, que as propriedades fasicas do miusculo longitudinal se devam ao
arranjo e ao movimento das fibras num deslisamento de umas sobre as
-outras.

c. Os métodos utilizados.

’

No preparo do material para as experiéncias, a holotiiria era fixada
de dorso para baixo numa cuba de disseccdo. Em se tratando de um
animal cuja parede do corpo é ricamente provida de musculatura do
tipo tonico, essa fixacdo deve ser feita com certa precaucio a fim de que,
incisado o animal, as paredes do corpo nao se enrolem sobre si préprias,
0 que dificulta sobremodo a excisao dos musculos longitudinais. Assim,
a fixacdo da holotiria se fazia primeiramente por dois fortes estiletes
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BIOGIENCIAS -V
MWSTITUTO g‘E TECA



146 ERASMO GARCIA MENDES

espetados respectivamente nas regices oral e cloacal. Seguia-se-
uma incisdo ao longo da linha mediana ventral, entre dois raios do corpo,.
da cloaca a boca. As paredes do corpo eram entdo rebatidas para os.
lados e fixadas a prancheta por meio de preguinhos, de vez que os alfi-
netes comuns nao sao suficientemente fortes para conté-las nessa posi-
cao forcada. As visceras e aderéncias eram a seguir removidas, ficande:
livre o acesso aos musculos longitudinais. Estes eram dissecados com bis-
turis de vidro ao longo de toda a sua extensdo e, seccionadas as suas
ligacOes anterior e posterior com as regides de insercao, libertavam-se
finalmente. Eram considerados musculos bons para as experiéncias os.
que, libertos, mostravam rapida reacgao, contraindo-se. Transpunha-se
o material dissecado para uma capsula contendo o meio liquido apro-
priado, colocado lateralmente a cuba sSbre cubinhos de gélo. O destino-
ulterior era condicionado ao tipo de experiéncia que se tinha em vista
no momento. Nos estudos metabdlicos, os musculos eram, via de regra,
utilizados dentro do espaco méaximo de uma hora. Em casos mais raros,.
iam os muasculos para a geladeira para um repouso prévio de 6 horas
a 6-8°C. Nas experiéncias que visavam o estudo da atividade enzimatica,
eram utilizados imediatamente os musculos na preparacdo de extratos e-
homogenizados ou colocados no congelador da geladeira a -5°C, e ai
ficavam até o momento oportuno.

Nos referidos estudos, os miusculos dissecados eram, antes do uso,
limpos e enxutos em papel de filtro para remog¢ao do muco de que se
revestem logo apds a excisdo e, entao, colocados em novo meio fisio-
légico. De um modo geral, ésses estudos se processaram com musculos in--
teiros. Em alguns casos, porém, usou-se miusculo finamente retalha-
do com tesoura.

As determinacdes do consumo de oxigénio fizeram-se num aparé-
Tho de BARCROFT — WARBURG. Os masculos eram colocados num pequenc-
cilindro graduado e ai recebiam meio de suspensao até que se comple-
tasse um volume conhecido. Musculos e meic eram, entdo, despejados.
no interior de frascos de WARBURG do tipo padrao, com um bulbo late-
ral e uma capacidade média de 18 ml. A seguir adicionava-se ao poce.
central de cada frasco 0,3 ml. de KOH a 12% juntamente. com um ro-
linho de papel de filtro e ajustava-se convenientemente a saida de cada.
bulbo lateral, o pino caniculado em posicdo para a ulterior perfusac
gasosa dos frascos. Os frascos, assim preparados, eram, entao, conetados.
aos respectivos mandmetros e os conjuntos colocados no banho a 25°C.
Sempre que se trabalhou em atmosfera de oxigénio, procedia-se nessa.
ocasiao a perfusdo dcs frascos com ésse gas, durante 10 minutos, &
taxa de agitacdo escolhida para as medidas, ou seja, 120 oscilacoes com-
pletas por minuto. Cessada a perfusdo, giravam-se os pinos dos bulbos
para a posigdo de oclusdo, os niveis nos dois. ramos do manémetro eram.
ajustados a 150 e, com a torneira déste ultimo. fechada, esperava-se 18.
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minutos antes de tomar as leituras iniciais, a fim de se obter o ajuste &
temperatura de banho. Eram, entdo, rapidamente abertas as torneiras,.
reajustados os niveis nos mandémetros e tomadas as primeiras leituras.

As leituras subsequentes fizeram-se em intervalos de 15, mais raramen- -
te, 10 minutos. Ao cabo da experiéncia, era retirado o material dos fras-
cos, lavado em agua comum e pdsto na estufa a 115°C para a determina- -
gao do péso séco.

Em alguns casos em que se fez uso de inibidor da respiracéo, foi
éle colocado no bulbo lateral ,sendo as demais precaucdes idéneticas as .
ja descritas.

Na determinacéo da glicélise anaerdbica, igualmente, o procedimen-
to experimental foi semelhante. Apenas a perfusdo se fez, naturalmente,
com mistura de nitrogénio e anidrido carbénico. Essa mistura fazia-se em
gasOmetro, purificando-se o nitrogénio com sucessivas lavagens em piro-
galol alcalino de preparacdo recente.

Determinou-se o quociente respiratério a custa dos frascos de
WARBURG para o chamado “segunde método” de DICKENS & SIMER
(1931, I, 1933), que sao dotados de dois bulbos laterais, um deles em
comunicacao com o pogo central. Os detalhes do procedimento segui-
do serao fornecidos na parte ‘experimental.

Os estudos sdbre o equipamento enzimatico processaram-se na ba-
se de extratos ou homogenizados (homogenate) de mtsculo. Em ambos
os casos, os masculos eram secados em papel de filtro, pesados, retalha-
dos com tesoura e finalmente triturados num almofariz. Essa trituracao
ndo dispensou a adi¢do de um pouco de quartzo moido, de vez que a na-
tureza dos musculos era tal que homogenizadores, mesmo os do tipo -
Blendor, ou a trituracdo sem a ajuda mencionada de quartzo nao ins-
piram confianca quanto a se ter alcancado o grau desejado de ruptura
da organizacao celular. Na preparacao de extratos, o material triturado
era adicionado de quantidade apropriada de meio fisiolégico, bem agita-
do neste Gltimo e, finalmente, a suspensdo resultante era centrifugada,
com desprézo da parte depositada. O extrato, quando ndo usado ime-
diatamente, era conservado a 5°C. A suspensao mencionada, ndo cen- -
trifugada, considerou-se como “homogenizado”.

Estudou-se a atividade enzimatica do mfsculo longitudinal pela
combinacdo de técnicas de reacdo de cor, fotométrica, de THUNBERG e -
manométrica. Nas seccOes respectivas da parte experimental serdo da-
dos pormenores de cada uma delas.

Como meio de suspensdo em quase todas as experiéncias déste tra-
balho escolheu-se a 4gua do mar artificial segundo PANTIN (1934), bi-
carbonatada ou fosfatada, ou simplesmente a agua do mar natural.
Mesmo nas experiéncias de determinagdo de atividade enzimética, evi-
tou-se quase sempre o emprégo da agua distilada na preparacdo de ex-
tratos ou homogenizados, visto como tais preparacées revelaram pouca .
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ou nenhuma atividade. A agua do mar de PANTIN também constituiu
solvente de tddas as solucoes de drogas praparadas. A composicdo dessa
agua do mar artificial é a seguinte:

NaCl 0.6 M 1000 cm3
KC1 0.6 M 25
CaCl2 0.4 M 35
MgCl12 0.4 M 35
NaHCO3 0.5 M 30

Quando se empregou fosfato como tampdo, em vez de bicarbonatoc,
substituiu-se éste Gltimo na confecgcdo da agua por solucao de fosfato
di-sédico a M/50, adicionado até o pH desejado, e completou-se o vo-
lume com a agua distilada, como no caso da solugdo bicarbonatada.

PARTE EXPERIMENTAL
A) Sdbre o metabolismo do musculo longitudinal

Dados numéricos relativos aos varios aspectos do metabolismo
muscular sdo escassos no que se refere aos mm. longitudinais da holo-
taria, como foi visto na introducdo. O campo estava, por assim dizer,
por desbravar. Impdz-se, portanto, como tarefa preliminar fazer para
os mm. longitudinais désse equinoderma aquilo que GLAISTER & KERLY
(1. c.) tinham feito para o m. retrator do pé (ou, melhor, do bisso, se-
gundo a correcdo indicada) de Mytilus. Ou seja, estabelecer quais as
condicbes experimentais adequadas para a boa medida da troca de gases,
o elemento de que me servi para a avaliacdo de alguns aspectos do meta-
bolismo dos mm. longitudinais da holotiiria. Essa tarefa preliminar
consistiu de séries de medidas do consumo de oxigénio dos referidos mus-
culos, em funcao de varios fatores ambientais, como se vera a seguir.

a) O consumo de oxigénio e as influéncias da composicdo ibnica
e do pH do meio liquido, da tensdo de oxigénio e de outros fatores.

Primeiramente, houve intencao de se medir o consumo de oxigé-
nio dos mm. longitudinais nas condicGes padroes em que se faz essa
medida no caso, p. ex., do figado ou do rim dos mamiferos, ou seja,
em ténues fatias em atmosfera de oxigénio. Razdes que serao ventiladas
na discussio, todavia, levaram-me a deixar de lado essa pratica e a pri-
meira série de medidas efetuou-se com material recém-dissecado fina-
mente retalhado (“chopped muscle”) suspenso em agua do mar de PANTIN
em atmosfera de oxigénio. Os resultados constam da Tab. 1. Obteve-se
um QO, médio de 0,218.
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Fez-se a segunda série de determinacGes com musculos intactos,
igualmente recém-dissecados, suspensos em &agua do mar de PANTIN
€ em atmosfera de oxigénio, figurando os seus resultados na Tab. 2.
O QO, médio foi de 0,215. Na 32, série, a variacdo relativamente a
precedente consistiu na substituicido do tampao de bicarbonato por ou-
tro de fosfato (Tab. 3), obtendo-se um QO, médio de 0,121. Na
42, série (Tab. 4) eliminou-se o tampao da agua do mar de PANTIN,
resultando disso um QQ, médio de 0,163. Finalmente (Tab. 5), nesse
conjunto de séries em que se mediu o consumo de oxigénio em musculos
intactos recém-dissecados em amosfera de oxigénio, usou-se agua do
mar natural filtrada como meio de suspensdo. O QO, médio foi de 0,185.

TABELA I

O consumo de oxigénio do misculo Ilongitudinal da Holothuria.

Misculos picados suspensos em agua do mar artificial segundo PANTIN.
(pH: 7,0), em equilibrio com uma atmosfera de 100% de oxigénio.
Temperatura 25°C. QO,; em mm3 de oxigénio / mgr. péso séco / hora.

Permanéncia Péso séco QO, Média
no aquério (mgr.)

3.° dia 228 0,261
275 0,206
292 0,186
273 0,212
322 0,185
216 0,257 0,218+0,033

As 3 séries seguintes tiveram por escépo a medida do consumo de
oxigénio, estando as suspensdes de musculos intactos e recém-dissecados,
nao mais em equilibrio com oxigénio mas com ar comum. As Tabelas
6, 7 & 8 referem-se a medidas que se efetuaram em agua do mar de
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TABELA 2
Consumo de oxigénio de misculo longitudinal de Holothuria.

Mosculos suspensos em &dgua do mar artificial segundo PANTIN, bicar-
bonatada, pH 7,0, em equilibrio com uma atmosfera de 100% de oxi-
génio. Temperatura 25°C. Valores para QO, expressos em mm3 de
oxigénio consumidos por miligrama de péso séco em uma hora.

Permanéncia Péso séco QO, Meédia
no aquario (mgr.)
1.° dia 247 0.203
375 0,259
387 0,258
387 0,241
245 0,268
310 0,253 0,247
2.° dia 266 0,166
322 0,206
280 0,173
264 0,179 0,181
3.2 dia 274 0,220
221 0,250 0,235
0.223+0,036
TABELA 3

Consumo de oxigénio de miisculo Iongitudinal de Holothuria.

Miusculos suspensos em &gua do mar artificial segundo PANTIN, com
tampao de fosfato a pH 7,3, em equilibrio com 100% de oxigénio. Tem-
peratura 25°C. QO, expresso em mm3 de oxigénio consumidos por mi-
ligrama de péso séco em uma hora.

Permanéncia Péso séco QO, Média
no aquario (mgr.)
3.2 dia 202 0,125
264 0,150
205 0,103
234 0,102
268 0,123 -

293 0,125 0,121+0,017
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TABELA 4
Consumo de oxigénio de muisculo longitudinal de Holothuria.

Misculos suspensos em 4gua do mar artificial segundo PANTIN, sem
bicarbonato, pH 6, 8, em equilibrio com uma atmosfera de 100% de
oxigénio. Temperatura 25°C. Valores para QO, expressos em mm3 de
oxigénio consumidos por miligrama de péso séco em uma hora.

Permanéncia Péso séco .
no aquario (mgr.) QO Média
1.2 dia 314 0,147
300 0,180
377 0,179
413 0,156
233 0,169
241 0,205 0,172
2.° dia 345 0,160
348 0,148
196 0,142
207 0,144 0,148
0,163+0,017
TABELA 5

Consumo de oxigénio de misculo longitudinal de Holothuria.

Misculos suspensos em dgua do mar natural, pH 8,0, em equilibrio com
uma atmosfera de 100% oxigénio. Temperatura 25°C. Valores para QO
-expressos em mm3 de oxigénio consumidos por miligrama de péso séco
em uma hora.

Permanéncia Péso séco .
no aquario (mgr.) QO: Meédia
1° dia 175 0,259
224 0,175
302 0,187
272 0,134
381 0,145
265 0,161
242 0,169 0,175
2° dia 360 0,121
332 0,163
241 0,203
130 0,217 0,176

0.175+0,038
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TABELA 6
Consumo de oxigénio de mtsculo longitudinal de Holothuria.
Misculos suspensos em dgua do mar artificial segundo PANTIN, em equi-

librio com ar comum. Temperatura 25°C. Valores expressos em mm3 de
oxigénio consumidos por miligrama de péso em uma hora. pH 7,0

Permanéncia Péso séco .
no aquario (mgr.) Q0. Meédia
1. dia 296 0,110
333 0,183 0,146
2% dia 349 0,151
311 0,178 0,164
3.° dia 247 0,176
204 0,201
245 0,208
297 0,192
265 0,232
271 0,190 0,199
0,182+0,035

PANTIN com ou sem bicarbonato e em 4agua do mar natural, com a
obtencao de QO, médios respectivamente iguais a 0,181, 0,185, e 0,148.

A Gltima dessas séries preliminares teve em mira a determinacéo.
do QO; de misculos intactos suspensos em agua do mar de PANTIN ou
natural, equilibrada com 100% de oxigénio, 6 horas apés a dissecacéo e
permanéncia na geladeira a baixa temperatura. Os valores médios obti~
dos foram respectivamente 0,209 e 0,170 (Tab. 9).
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TABELA 7
Consumo de oxigénio de misculo longitudinal de Holothuria.

Misculos suspensos em &4gua do mar artificial segundo PANTIN, sem
bicarbonato, em equilibrio com ar comum. Temperatura 25°C. Valores
para QQ, expressos em mm?® de oxigénio consumidos por miligrama de
péso séco em uma hora. pH 6,8.

Permanéncia Péso séco

no aquario (mgr.) Q0. Média

1° dia 235 0,205

245 0,177

341 0,206

278 0,198

267 0,186

234 0,186

331 0,164

242 0,187 0,188
2. dia 279 0,188

346 0,153 0,170

0,185-+0,016
TABELA 8

Consumo de oxigénio de miusculo longitudinal de Holothuria.

Misculos suspensos em dgua do mar natural, pH 8.0, em equilibrio com.
ar comum. Temperatura 25°C. Valores para QO, expressos em mm3
de oxigénio consumidos por miligrama de péso séco em uma hora.

Permanéncia Péso séco

no aquério (mgr.) QO, Média
12 dia 262 0,155

241 0,163 0,159
2.° dia 245 0,171

227 0,187

238 0,117

274 0,142

295 0,141

284 0,133

213 0,128

231 0,144 0,145

0,148£0,021
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TABELA 9
Consumo de oxigénio de misculo longitudinal de Holothuria.

Medidas do QO, (expresso em mm3 de oxigénio consumidos por mili-
grama de péso séco em uma hora) feitas a 25°C, em atmosfera de
100% de oxigénio, 6horas apds dissecacao e permanéncia na geladeira
a ca. 8°C.

Permanéncia Meiode Pésoséco

no Aquéario Suspensdo (mgr.) QO. Meédia

1° dia ag marnat. 208 0,168
2° dia £ 148 0,246
« 160 0,215
3° dia “ 105 0,224

“ 65 0,194 0,209-+0,029
1.°dia ag. mar PANTIN 315 0,170
240 0,196
320 0,156
220 0,179
339 0,149

345 0,173 0,170+0,016

Um quadro esquematico dessas varias séries mostra o seguinte:

Tempo decorr. Grao de integr. Meio de Atmosfera QQ:
ap6s dissec. do misculo suspensao de equil. medio
menos de 1 h. picado ag.mar PANTIN Oxig. 0,218

i intato ag.mar PANTIN 2 0,223

n » PANTIN fosfat. ? 0,121

7 » PANTIN s/bicarb. 7 0,163

2 i ag.mar natural ? 0,175

n 2 ag.mar PANTIN Ar 0,182

2 ” PANTIN s/bicarb. 7 0,185

i i ag.mar natural 7 0,148

mais de 6 h. = ag.mar PANTIN  Oxig. 0,170

» » ag.mar natural 2 0,209

A anilise désse quadro, bem como dos dados das tabelas em geral,
indica vantagem das condigdes “misculos recém-dissecados suspensog
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em agua do mar de PANTIN, em equilibrio com atmosfera de oxigénio”
sObre as demais. Nas referidas condicdes, o misculo intacto teria respi-
rado levemente mais do que o picado. Além disso, o confronto dos dados
obtidos para o miusculo picado (Tab. 1), retirado de animais no seu
3.2 dia no laboratério, com os referentes ao musculo intacto (Tab. 2),
-obtida de animais com idéntica permanéncia no aquario, acentua
essa diferenca em beneficio do misculo integro. O fato conduz a ques-
tao das consequéncias da permenéncia no aquario. A anilise das tabelas
sugere que ha de certo modo, uma correlacio entre o tempo decorrido
no aquario e a taxa respiratéria Por exemplo, os musculos dissecados
no 2° dia de aquario, via de regra, mostraram taxa inferior as do an-
terior e subsequente. A tentativa de explicacdo do fenémeno seri opor-
‘tunamente abordada na discussao.

TABELA 10

Consumo de oxigénio de misculo longitudinal de Holothuria em
presenca de Glicose a 0,02 M.

Moisculos suspensos em sol. de glicose a 0,02M em agua do mar arti-
“ficial segundo PANTIN, em equilibrio com atmosfera de 100% de oxi-
génio. Temperatura 25°C. QO expresso em mm3 de oxigénio por
mgr. péso séco em 1 hora. pH 7,0.

Permanéncia Péso séco QO. Média -
no aquario (mgr.)

1° dia 288 0,278

340 0,202

358 0,234

309 0,238

299 0,244

317 0,234 0,238
2.2 dia 331 0,189

337 0,202

316 0,210

364 0,198

283 0.187

327 0,191 0,196
3.2 dia 218 0,263

314 0,246 0,254

0,2230,029
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Na base da anélise dos resultados obtidos nas varias séries, forams:
pois, escolhidas como condxgoes padrdes de trabalho a suspensdo de-
musculos intactos em agua do mar de PANTIN em atmosfera de oxigé-
nio. Reservo igualmente para a discussdo os motivos mais pormenori—
zados dessa preferéncia, em detrimento do “musculo picado”.

2) Efeito da adigdo de substrato sébre o consumo de oxigénio.

Influéncia de Glicose. Quando a adicdo de glicose ao meio de sus-
pensdo de um tecido redunda num aumento da taxa respiratéria déste-
Gltimo, isso necessariamente significa que o tecido utilizou o monossa-
carideo, metabolizando-o. Se, porém, a taxa respiratéria se mantiver inal-
terada, nem por isso se podera afirmar que o tecido em questdo ndofaz
uso da glicose, comc se verd. De quelquer maneira, constitue o test

TABELA 11

Consumo de oxigénio de musticulo longitudinal de Holothuria emx
presenca de Glicose a 0,01 M

Misculo suspenso em sol. de glicose a 0,01M em Aagua do mar artifi-
cial segundo PANTIN, em equilibrio com atmosfera de 100% oxigénio-
Temperatura 25°C. QQ, expresso em mm3 de oxigénio por mgr. péso-
séco em uma hora. pH 7,0

Permanéncia Péso séco

no aquario (mgr.) QO: Média

1° dia - 303 0,186

304 0,237

281 0,252

246 0,268

335 0,215

265 0,251 0,235"
2° dia 301 0,252

258 0,219

250 0,221

293 0,206

272 0,224

348 0,223 0,224
3.° dia 286 0,235

260 0,256. 0,245

0,232+0,017
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.da glicose um dos métodos rotineiros de determinacdo da utilizacdo dos
carbohidratos como fonte de energia. No caso do masculo longitudinal
ésse test se fez segundo a mesma técnica empregada na determinagdo
do QO, normal. Apenas, desde o tempo da dissecacido os mus-
culos ja ficaram em solucdo de glicose em 4gua do mar de
PANTIN. O acucar foi usado em duas concentracdes: 0.01M
e 0.02M. A Tab. 10 mostra os resultados colhidos com 0.02M de que
resultou um QO, médio de 0,223. Na Tabela 11 figuram os dados ob-
tidos com 0,01M, com QO, médio de 0,232, como se vé, tawa leve-
mente, mas nao significativamente (t—=0,815) superior 4 obtida nas
condicdes consideradas padroes (Tab. 2; 0,223). Comparados os
dois valores entre si, é maior o obtido com 0,01M. Nota-se aqui o mes-
mo decréscimo na taxa respiratoria nos miusculos retirados de animais
no segundo dia no aquario, o qual, todavia, é muito menos acentuado
no caso de 0,01M.

A fim de se afastar a possibilidade da pouca utilizacdo de glicose
ter sido devida ao emprégo de um tampao pouco apropriado, fez-se uma
experiéncia em que se comparou a influéncia da glicose s6bre a taxa res-

TABELA 12

Influéncia do meio de suspensdo sébre o consumo de oxigénio de
miusculos longitudinais de Holothuria em presenca de glicose a
0,01M.
Miusculos dissecados no mesmo dia e a mesma hora (6.2 dia). Meio de
suspensdo em equilibrio com 100% de oxigénio. Temperatura 25°C.
QO, expresso em mm3 de oxigénio por mgr. péso séco em uma hora.

Meio de péso séco .
suspensao (mgr) QO: Média
Ag. mar PANTIN 201 0,301
bicarb. pH 7,0 )
Ag. mar PANTIN
Fosfat. pH 7,3 211 0,215
Glicose em 229 0,279
PANTIN bicarb. 219 0,293 0,286
Glicose em 270 0,201

PANTIN Fosfat. 270 0,211 0,206
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piratéria de musculos dissecados na mesma hora, de animais com mesmo
tempo de permanéncia no aquério, em meio de suspensio tamponado
com bicarbonato num caso e com fosfato n’outro. Os resultados constam
da tabela 12 e indicam que o meio bicarbonatado é o em que se consegui~
ram maiores QO,, embora nada se possa também aqui dizer acérca de
modificacio essencial introduzida no consumo de oxigénio pela adigdo
de glicose. Pormenor interessante revelado pela Tabela 12 é o alto QO;
obtido em confronto com os dados das tabelas anteriores;principalmente
asden®1,2, 3, 10 e 11. Esse alto QO, possivelmente se relacione com

TABELA 13

Consumo de oxigénio de miusculo longitudinal de Holothuria em
presenca de Piruvato a 0,02 M.

Mausculos suspensos em sol. de piruvato a 0,02 M em agua do mar ar-
tificial segundo PANTIN, em equilibrio com atmosfera de 100% de oxi-
génio. Temperatura 25°C. QO, expresso em mm3 de oxigénio por
mgr péso séco em 1 hora. pH 7,0

Permanéncia Péso séco ..
no aquario (mgr.) QO Média
12 dia 246 0,228 .
316 0,235
258 0,195
203 0,248
181 0,237
211 0,276 0,236
20 dia 315 0,199
303 0,203
280 0,189
301 0,176
257 0,173
221 0,186 0,188
3.2 dia 281 0,242
279 0,215
282 0,236
247 0,203
293 0,194
289 0,206 0,216

0,213+0,027
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o fato de terem sido doadores de musculos animais que se achavam ja
no seu 6.° dia de aquario.

Influéncia de Piruvato. O aumento da taxa respiratéria decorrente
da adicdo de piruvato reveste-se praticamente do mesmo significado que
o da adicdo de glicose e da mesma ressalva. No presente trabalho, o pi-
ruvato (Piruvato de sédio ROCHE), dissolvido em 4gua do mar de PAN-
TIN, foi utilizado nas concentragées do 0,02 e 0,01 M, como no caso da
glicose. As Tabelas 13 e 14 mostram os resultados. Também aqui nio

TABELA 14

Consumo de oxigénio de misculo longitudinal de Holothuria em pre-
senca de Piruvato a 0,01 M.

Misculos suspensos em sol. de piruvato a 0,01 M em 4gua do mar ar-
tificial segundo PANTIN, em equilibrio com atmosfera de 100% de oxi-~
génio. Temperatura 25°C. QO, expresso em mm3 de oxigénio por mgr
péso séco em uma hora. pH 7,0

Permanéncia Péso séco .
no aquério (mgr.) QO Média

1.2 dia 270 0,271

222 0,225

220 0,279

283 - 0,243

215 0,270

263 0,291 0,263
2° dia 292 0,246

305 0,208

332 0,172

234 0,216

237 0,185

279 0,173 0,200
3.2 dia 240 0,245

202 0,245

248 0,206

234 0,174

284 0,219

221 0,262 0,225

0,229+0,036 .
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se pode dizer que o piruvato introduziu modificagdo essencial na taxa
respiratéria, pois o resultado obtido com 0,01M néo é significativamente
superior aos das condicbes padroes (t=0,439).

c) Acéo de inibidor (NaF) sobre o consumo de oxigénio.

A glicélise, foi visto na introducdo, pode ser inibida mediante o
emprégo de substincias bloqueadoras, das quais o monoiodoacetato é
classico por ter sido usado pelo pioneiro nésse estudo, o dinamarqués
LunpsGaARD (le.). O monoiodoacetato agiria por alquilacdo dos grupos
-SH de enzimas indispenséaveis a glicolise normal. Outro inibidor muito
empregado é o fluoreto de sédio, o qual segundo BOREI (1945) competi-
ria com a ovidase pelo citrocrémo, formando com éste Gltimo um com-
plexo fluorfosfoproteinico. Assim, quando a adigdo de fluoreto ao meio
de suspensdo em que esti respirando um tecido redunda numa signifi-
cativa diminuicdo da taxa, constitui o fato indicio relativamente seguro
de que o tecido em questdo possue glicdlise anaerébica. No caso do mas-
culo longitudinal da holotiria, o material dissecado era colocado em
agua do mar de PANTIN glicosada (0,01M) dentro dos frascos de WAR-
BURG e somente ao cabo de algumas leituras era-lhes adicionada solu-

TABELA 15

Influéncia de fluoreto de sédio sébre o consumo de oxigénio de
musculo longitudinal de Holothuria

Misculos picados suspensos em sol. a 0,01 M de Glicose em agua do
mar artificial segundo PANTIN, ulteriormente adicionada de sol. de NaF
para dar uma contragdo final de 10-3 M, em equilibrio com 100% de
oxigénio. Temperatura 25°C. Consumo em mm3 de oxigénio mgr/péso
séco/15 minutos. pH final: 7,0

Tempo Experim. 1 Experim. 2 Experim. 3
15 0,081 0,093 0,068
30 0,085 0,097 0,084
45 0,082 0,093 0,080
60 0,057* 0,052* 0,051%*
75 0,053 0,063 0,055
920 0,053 0,067 0,051

105 0,046 0,045 0,039
120 0,053 0,067 0,032
135 0,053 0,067 0,035
150 0,050 0,041 0,045

* Primeira medida apés adicao de NaF.
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80 de NaF, de modo a se obter uma concentracio final déste Gltimo
«le 10-* M. As tabelas 15 e 16 e o grafico da fig. 1 mostram os resul-
tados e o curso da agdo do NaF sébre a taxa respiratéria do misculo
fongitudinal. Este Gltimo foi usado picado na metade dos casos e inta-
‘to na outra metade. O resultado, ndo obstante, foi semelhante nos dois.
A adicdo de NaF decresceu imediatamente o consumo, podendo-se fa-
Jar em seguramente 25% de inibicdo. A adicdo retardada de NaF num
dos casos (Tab. 16, exp. 3;grafico da figura 1, C)indica que ésse decres-
-cimo nédo foi um acontecimento natural de ajuste as condicGes reinantes
dentro do frasco ou de esmorecimento progressivo do metabolismo por
-causas intrinsecas.

TABELA 16

Influéncia de fluoreto de sédio sbébre o consumo de oxigénio de
musculo longitudinal de Holothuria.

Misculos inteiros suspensos em sol. a 0,01 M de Glicose em agua do
mar artificial segundo PANTIN ulteriormente adicionada de sol. de NaF
-para dar concentracdo final de 10> M, em equilibrio com 100% de
oxigénio. Temperatura 25°C. Consumo em mm3 de oxigénio /mgr.
Peso séco/ 15 minutos. pH final: 7,0

Tempo Experim. 1 Experim. 2 Experim. 3
15° 0,080 0,073 0,087
30 0,083 0,080 0,084
45 0,073 0,080 0,084
60 0,060* 0,065* 0,084
75 0,065 0,065 0,080
90 0,060 0,062 0,062*
105 0,043 0,047 0,055
120 0,053 0,044 0,062
135 0,060 0,047 0,062
150 0,046 0,047 0,055

* Primeiro medida apés adicao de NaF.

O emprégo de monoiodacetato na concentracdo de 10-* foi, pelo
.contrario inoperante. Désse inibidor, todavia, se tratara logo a seguir.

d) Glicose anaerébica normal e sob a influéncia de inibidores.

A medida da glicélise anaerdbica faz-se habitualmente por dois
-processos. Um consiste na medida da producao de diéxido de carbono
-pelo material suspenso em meio bicarbonato equilibrado com mistura
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de N, e CO,. A producdo de CO,, no caso, é tedricamente, proporcional
a quantidade de acido latico formado que reage com o bicarbonato de-
meio. O outro processo consiste na determinagdo direta da quantidade-
de acido latico formada em condigdes rigorosamente anaerdbicas. Ambos-
os processos tém suas sérias limitagoes, como se sabe. No presente tra-
balho, escolheu-se como técnica de medida da gliclise anaerébica o pri-
meiro deles, ou seja, 0 método manométrico. O procedimento adotado-
foi o seguinte. Os musculos dissecados eram finamente retalhados com
tesoura, secados em papel de filtro e, em quantidade apropriada de-
meio, colocados nos frascos de WARBURG. Como esta série de experién-

TABELA 17
Glicose anaerébica do miisculo Iongitudinal de Holothuria

Misculos picados suspensos em sol. a 0,01 M de glicose em agua do.

mar artificial segundo PANTIN (bicarbonatada, pH = 7,0). Fase gasosa

N,/ CO0,:95/5. Temperatura 25°C. Resultados (QN2 ) em mm3
CO2

CO2/mgr. péso séco/hora. Resultados parciais em mm3 CO2 /megr.-

péso séco.

Tempo Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4
15 -0,142 -0,119 -0,080 -0,124
30 -0,071 -0,072 -0,014 -0,046
45 -0,022 0,000 0,007 0,000
60 0,000 0,010 0,008 0,010
75 0,013 0,021 0,014 0,020
90 0,022 0,015 0,015 0,021

105 0,018 0,016 0,014 0,026
120 0,022 0,015 0,015 0,026
135 0,044 0,036 - -
150 0,035 0,031 - -
QN2 x) 0,075 0,067 0,058 0,093
CO2

Meédia 0,076=+-0,018

x) na base do periodo compreendido entre 60 e 120 minu--
tos.

cias tinha também o escopo de estudar a agdo de conhecidos inibidores
da glicose sébre o miusculo longitudinal, o meio de suspens@o usado foi
de 3 tipos: (a) agua do mar de PANTIN glicosada (0,01 M); (b) sol..
a M/600 de iodosobenzoato em agua do mar de PANTIN glicosada; (c)
sol. a 10 de monoiodoacetato de sédio em agua do mar de PanTmw:
glicosada.
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TABELA 18

Influéncia de iodosobenzoato sbbre a glicose anaerébica de misculo
Iongitudinal de Holothuria

Masculos picados suspensos em sol. a M/600 de iodosobenzoato em
4gua do mar artificial segundo PANTIN (glicosada, 0,01M, bicarbonatada
PH: 7,0). Fase gasosa N,/CO,: 95/5. Resultados expressos em mm3
de CO./mgr. péso séco/.hora. Resultados parciais em mm3 CO,/mgr.
péso séco. Temp. 25°C.

Tempo Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4
15 -0,256 -0,290 -0,255 -0,279
30 -0,119 -0,128 -0,149 -0,110
45 -0,010 -0,017 -0,048 -0,025
60 -0,020 -0,060 -0,005 -0,000
75 0,020 0,012 0,008 0,010
90 0,015 0,017 0,014 0,010

105 0,020 0,012 0,019 0,020
120 0,025 0,024 0,038 0,020
135 0,030 0,024 - -
150 0,030 0,024 - -
QN2 x) 0,080 0,065 0,079 0,060
Co2

Média 0,0710,010
x) na base do periodo entre 60 e 120 minutos.

Conetados os frascos aos mandémetros, eram os conjuntos levados ao ba-
nho e perfundidos durante 10 minutos com a mistura N,/CO, — 95/5.
Conseguida a estabilizacdo, tomavam-se as leituras iniciais. As leituras
subsequentes, todavia, deixaram bem claro que, a despeito de estarem
os misculos em ambiente desprovido de oxigénio e da absoluta auséncia
de qualquer absorvedor quimico de CO, no interior dos frascos, ésse gas
estava sendo fortemente absorvido, ao contrario de ser produzido, como
se esperava. O fato pode ser deduzido das tabelas 17, 18 e 19. Sdmente
ao cabo de ca. de uma hora, é que CO, deixou de ser absorvido e a ex-
cursdo manométrica passou a indicar que gas estava sendo produzido no
interior dos frascos. Essa absorcao de CO,, porém, ndo constituiu grande
surpresa para mim, pois jA a observara em circunstincias idénticas
quando, com SAWAYA (SAWAYA & MENDES 1953) determinara a ativi-
dade colinesterasica dos musculos longitudinais. Também, entdo, fora
enorme o poder de retencdo de CO,. Tudo indica que o tecido, em pre-
senca de concentracao anormalmente altas de CO, entra a absorvé-la
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até ficar em equilibrio com o méio. Para provar essa assercdo fiz
uma experiéncia em sentido inverso, ou seja, procurei antes saturar O
tecido com CO, expondo-o 10 minutos a uma atmosfera de 100% dés-
se gas. De acérdo com as previsGes, nesse caso, subsequentemente ex-
posto a 5% de CO,, o tecido deveria ceder gis ao ambiente. Foi exa-
tamente o que aconteceu e se pode depreender da Fig. 2. Nessa Fi-
gura A representa a excursio manométrica quando o tecido, da concen-

TABELA 19

Influéncia de monoiodoacetato. sébre a glicélise anaerdbica de mis-
culo Ilongitudinal de Holothuria.

Misculos picados suspensos em sol. a 10-3 de monoiodoacetato de sédio

-em agua do mar artificial segundo PANTIN (glicosada, 0,01 M, bicarbo-

natada, pH: 7,0) Fase gasosa N»/C0,:95/5. Resultados (QN2 ) em
CO2

mm3 CO,/mgr. péso séco/hora. Resultados parciais em mm3 CO,/mgr.

péso séco. Temp. 25°C.

Tempo Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4
15’ -0,270 -0,273 -0,280 -0,215
30 -0,105 -0,113 -0,091 -0,093
45 -0,018 -0,026 -0,018 -0,030
60 -0,012 -0,015 0,000 0,000
75 0,000 0,000 0,000 0,008
90 0,006 0,005 0,006 0,009
105 0,006 0,005 0,018 0,017
120 0,006 0,015 0,018 0,021
135 0,012 0,026 - -
150 0,012 0,021 - -
QNqx) 0,018 0,025 0,042 0,047
CO,

Meédia 0,0330,013
x) na base do periodo compreendido entre 60 e 120 minutos.

tracdo atmosférica de CO,, passou a ser expdsto a 5% désse gas no inte-
rior dos frascos; B mostra a excursao quando o tecido muscular, no inte-
rior dos frascos, foi préviamente saturado com 100% CO. antes de ser
exp0Osto a 5% . Essa capacidade de reter ou ceder CO; ao meio em con-
condancia com o teor de gis no mesmo constitui grande estérvo na me-
dida manométrica da glicélise anaerdbica e pode ter sido acausa de mui-
ta discrepancia de dados na literatura, como por exemplo, no caso do
musculo da barata estudado por BARRON & TAHMISIAN (l.c.).
Tomando na devida conta essa necessidade de se esperar que o te-
cido primeiramente entrasse em equilibrio com o meio, antes de come-



MUSCULO LONGITUDINAL DE HOLOTHURIA 165

«car propriamente a medida da glicdlise anaerdbica, a aferigdo desta. ul-
tima no musculo de Holottria sdmente teve inicio quando, cesasda com-
pletamente a absor¢do, CO, comecou a ser definidamente produzido.
Isso, porém, ndo evitou que se tornassem um tanto relativos os valores
que aqui v@o expostos para a gliclise anaerébica do misculo longitu-
.dinal désse equinoderma. Assim os valores expressos nas tabelas 17, 18
e 19 talvez féssem um pouco diferentes se fOsse escolhido um periodo
de tempo posterior ao selecionado. De qualquer maneira, os resultados
deixam bem claro a existéncia, no musculo longitudinal, de glicélise anae-
rébica (o que, alias, ja tinham indicado os resultados obtidos com NaF) e
permitem aquilatar das influéncias do iodosobenzoato e do monoiodoa-
cetato sObre a mesma. O iodosobenzoato (Tab. 18 & Fig. 3, B),
na concentragio usada, ndo parece ter afetado a glicélise anaerdbica sig-
nificativamente. O monoidoacetato, porém, a 10-3 inibiu-a parcialmen-
te, reduzindo a menos de 50% a producéo de CO, (Tab. 19 & Fig. 3,C).

e) O quociente respiratorio do muisculo longitudinal

O quociente respiratério é um precioso indicador do tipo de subs-
tancia que esta sendo utilizada como fonte de energia nas atividades
celulares e a sua determinagao faz-se imprescindivel em qualquer es-
tudo metabélico. No caso do musculo longitudinal, como ja foi informa-
do, no método para essa determinacdo valeu-se do emprégo dos frascos
para o “segundo método” de DICKENS & SIMER (l.c.) e o procedimento
adotado foi o mesmo por mim (MENDES 1953, p. 63) usado na deter-
minacdo de quocientes rtespiratériocs de estigios embrionarios de Rana
pipiens. Cada frasco recebeu exatamente 1 gr de tecido de musculo lon-
gitudinal, colocado no compartimento central em agua do mar natural
ou em agua do mar fosfatada de PANTIN. Aos bulbos laterais foram adi-
cionados 0,3 ml. de sol. 2N HC1. No compartimento externo dos fras-
cos, finalmente, depositaram-se 0,3 m1 de solucdo saturada de hidréxido
de béario contida numa microbureta, cuidadosamente protegida contra
contaminacdo por CO2. Conetados rapidamente aos manémetros, eram
os frascos imersos no banho (25°C) e perfundidos durante 10 minutos
com oxigénio antes da estabilizacdo e tomada das leituras iniciais. Em
cada experiéncia, empregaram-se 3 frascos. Apds as leituras iniciais, ver-
tia-se acido de ambos os bulbos laterais de um deles dentro dos compar-
timentos externo e interno, a fim de se determinar o “CO, inicial”, ou
seja como carbonato no Ba(OH)2 e de retengdo (“bound CO;”) no tecido.
D registro da libertacdo de CO, nésse frasco fazia-se posteriormente du-
rante 20 minutos, com leitura a cada 5. Leituras do consumo de oxigé-
nio faziam-se nos outros dois frascos cada 15 minutos, durante geralmen-
te 1 hora. Ao final, despejava-se acido nos compartimentos externo e
interno désses dois Gltimos frascos e, assim, obtinha-se o “CO, final”,
cuja libertacdo se seguia durante 30 minutos, com leitura a cada 5. A
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produgéo ou eliminagio de CO, calculava-se da subtracdo do “CO, inicial”
ao “CO, final”. O método, como se vé, foi uma combinacéo dos primeiro e
segundo métodos de DICKENS & SIMER, nisso que, embora se utilizassem
os frascos para o segundo, se usou Ba(OH)2 como absorvente de CO,, co-
mo sefazno primeiro (no segundo método, coloca-se no compartimento
externo permanganato acidificado que se converte em solucdo alcalina
pela adicao de Nal acidificado, oriundo de um dos bulbos laterais).
O procedimento oferece as seguintes vantagens: (a) sdbre o primeiro
método: prové dois depodsitos de acido, um para a libertacido de CO..

TABELA 20
Quociente Respiratério de miusculo longitudinal de Holothuria.
Temperatura 25°C. Dados numéricos em mm3 de gas absorvido ou eli
minado por 1 grama de péso Gmido. CO, inicial calculado na base de

quantidade de gas despreendido pelo tratamento com &cido de 1 grama
de tecido fresco.

Meio de Duracado CO, CO, CO, O, OR
Suspensao (mins.) inicial final elim. consum.
Agua do mar 60 59,7 1094 49,7 437 L14
natural 60 64,8 111,2 46,4 35,1 1,32
60 64,8 101,2 36,4 34,7 1,05
60*)! 59,7 63,7 4,0 3,0 1,00
60 52,9 73,9 21,0 21,8 0,96
60 52,9 104,6 43,5 46,3 0,94
60 434 77,5 34,1 344 099
60 434 74,6 31,2 31,7 0,98
60 54,7 81,9 27,2 24,2 1,12
; : 60 54,7 83,0 28,3 31,0 091
1,07
Agua do mar de 75 38,3 53,3 15,0 14,1 1,06
PANTIN fosf. 75 38,3 58,7 204 15,3 1,31
‘ 60 24,0 54,7 30,7 254 1,21
60 24,0 52,7 28,7 23,0 1,25
1,21

*) Possivelmente deve ter caido 4cido s6bre o musculo, de que
_ resultou parada de sua atividade.
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do meio e do tecido e outro para a decomposicdo de BA (OH)2:(b) so-
bre o segundo: prové a possibilidade de uma medida direta e fra-
cionada do consumo de oxigénio durante a experiéncia e evita qualquer
actimulo de CO,.

Os resultados das determinacées constam da Tabela 20. Os valo-
res médios obtidos tanto em 4gua do mar natural como em agua do mar
fosfatada de PANTIN sugerem um metabolismo do tipo carbohidratico.

B) Sobre o equipamento enzimatico do musculo longitudinal

Nada consta, ao que parece, na literatura relativa aos misculos
da holotiria, sdbre as enzimas que, no musculo estriado dos vertebra-
dos, p.e. catalizam as varias passagens da gliclise e do ciclo de
SzeNT GYOERGYI - KREBS. Igualmente, ndo pude encontrar informacio
s6bre a atividade citocroma-citocromoxidasica e a atividade ATPasica
possivelmente existentes no misculo do equinoderma em questdo. Jul-
guei, assim, de interésse a pesquisa no referido misculo dessas duas l-
timas atividades, bem como da atividade deshidrogenésica.

a) A atividade citocromo-citocromoxidésica.

Ja no trabalho de JorDAN (1914, p. 377) encontra-se a referéncia
de que nos miusculos longitudinais das holotarias a cér pode variar de
branco a avermelhado. No caso de H. grisea, os musculos sdo geralmen-
te brancos, embora, em casos mais raros, possam apresentar tons averme-
lhados. Isso, todavia, condiz com uma tonalidade résea geral apresen-
tada pela face interna da parede do corpo em certos nimais, ndo me
sendo possivel ainda precisar se tal se deve a um particular estado fisio-
légico désses animais ou a uma irritagac causada pelas condicGes arti-
ficiais de manutencio, razdo pela qual tais animais nunca foram usa-
dos. Alguns misculos brancos dissecados, quando postos na geladeira

-5°C adquiriram,sem que fosse de antemdo possivel estabelecer qual-
quer previsdo, uma coloragdo nitidamente amarelada. Nao consegui
também descobrir se essa mamfestagao de cor se correlaciona com um
partlcular estado fisiolégico, por exemplo, o sexo ou a fase de matura-
¢do das gbnadas. De qualquer maneira, os musculos longitudinais po-
‘dem exibir coloracdo e isso levou-me a pesquisar se, como no caso de
outros tipos de misculos, ésse fato tinha alguma ligacdo com a presenca
de pigmentos respiratérios do tipo do citocromo e, consequentemente,
com a existéncia de atividade citocromoxidasica no material estudado.

: A tentativa de extracdo de citocromo fez-se pela modificacido de
POTTER (1946, p. 188) ao método de KEILIN & HARTREE (1937).
Submeti o misculo finamente triturado ao seguinte processo: tratamen-
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to durante duas horas com é&cido tricloracético (0,15 N); filtragdo em
gase de malhas estreitas; neutralizacdo do filtrado com NaOH e cen-
trifugacdo por 10 minutos. O fluido claro sobrenadante, examinado ao
espectroscopio manual do tipo ZEISS, nao mostrou, como acontece com
o musculo do vertebrado (p. ex. o coracao do boi) nessa fase da pre-
paracao, as faixas de absor¢do caracteristicas do citocromo C reduzido.
Nao obstante, continuou-se com a extracdo: sucessivo tratamento com
sulfato de amoénio e pernoite na geladeira a -5°C. No dia seguinte: fil-
tragdo e tratamento com acido tricloracético. Centrifugacao subsequen-
te ndo produziu depédsito de material (no caso do coracdo de boi, surge
aqui um depésito vermelho aprecidvel). A vista désse resultado, nao
se prosseguiu com a extracdo. O fluido obtido, examinado ao fotdmetro
de BECKMANN, nem assim mostrou absor¢cao nas zonas caracteristicas
do citocrémo. Nessa tentativa de extracao foram usados musculos bran-
cos e os que ficavam amarelos com a permanéncia na geladeira.

O fato, todavia, de nao ter sido possivel extrair citocrémo pelo mé-
todo empregado ndo excluia a possibilidade désse pigmento ocorrer em
diminutas quantidades, nao analisaveis com a técnica de POTTER, que se
destina aos casos de musculos de teor reconhecidamente alto em citocré-
mo. Como a coloragao de alguns musculos estava a sugerir a presenca
de algum cromoégeno, possivelmente um composto do tipo heme, aplicou-
se aos dois tipos de misculos da holotaria o test da Benzidina. Esse
teste foi aplicado segundo as prescricbes de HAWK, OSER & SUMMERSON
(1947, p. 437). A benzidina foi preparada a partir de cloridrato de
benzidina, a que se adicionou acetato de sédio. O produto da reacdo
foi filtrado em funil de Buchner e lavada a benzidina em Aacido acético
glacial durante a filtracdo. O test foi aplicado primeiramente no mus-
culo “branco’: triturou-se o misculo em quartzo e agua distilada. 2ml
da suspensdo receberam 3 ml de sol. de benzidina em Aacido acético
glacial e 3 gotas de agua oxigenada (10 vols.). Houve um desenvol-
vimento lento de coér levemente résea. O test foi, a seguir, aplicado ao
misculo “amarelo”: houve o desenvolvimento lento, mas definido, de cor
azul-violeta. Finalmente, aplicou-se o test ao liquido em que jaziam, na
geladeira, masculos amarelos e brancos: houve aqui também desenvol-
vimento de cér azul-violeta. A guisa de contrdle, o test foi aplicado ao
sangue humano e aos musculos indiretos do véo (vermelhos) e elevado-
res da coxa do bezouro dagua (Hydrophilus, pesquisa, em curso no la-
boratério, de EDWARDS & PEREZ GONZALEz) com resultados amplamen-
te positivos. Os resultados obtidos com os misculos “brancos” e “ama-
relos”, assim, sugerem a presenga de um composto do tipo heme, de que
seriam mais ricos os Ultimos msculos.

Esse compdsto, todavia, nao pode evidentemente ser identificado ‘pelo
test, mas bem poderia ser o citocréomo ou a citocromoxic!ase. A possibi-
lidade de ser esta Ultima levou-me a investigacdo da atividade de cito-
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H. grisea. Setas indicam momento de adicdo do inibidor.
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cromoxidésica do misculo longitudinal. A técnica empregada foi a des-
‘crita por SCHENEIDER & POTTER (1943) que permite a determinacdo
-da oxidase citocrémica concomitantemente com a da desidrogenase suc-
-cinica. Serdao descritos nesta seccdo, porém, apenas os resultados refe-
rentes a atividade citocromoxidésica. A técnica é manométrica e se vale
da reducdo quimicamente operada do citocrémo e da sua reoxidacao por
-obra dos extratos ou homogenizados de tecido. Nésse caso, o fator limi-
tante € a enzima (ou enzimas) que realizam a reacdo entre o citocrd-
mo reduzido e o oxigénio, ou seja, a oxidase citocrédmica. Nas experién-
.cias usou-se ascorbato de Sédio (VIT. C. TORRES) como redutor.
Citocromo e ascorbato dissolveram-se em 4agua do mar de PANTIN. Ex-
‘tratos e homogenizados foram usados na base de 1 gr de misculo mais
10 ml de agua do mar de PANTIN. As tabelas 21 e 22 informam sbbre
os resultados tipicos colhidos com extratos e homogenizados.

TABELA 21

!

Reagentes e resultados do ensaio da atividade citocromox:dasica
de musculos longitudinais de Holothuria

Poco central com 0,3 ml de 12%KOH, perfusdo prévia com oxigénio, 10
minutos para aquilibragao, 25°C.

N.° dos frascos

1 2 3

: ml. ml. m.]

Agua da mar de PANTIN 1,2 0,7 0,2
Citocrémo a 10-4 1,0 1,0 1,0
Ascorbato de sédio 0,114M 0,3 0,3 0,3
EXTRATO total de musculo 0,5 1,0 1,5
Consumo de oxigénio em mm3 19,0 21,4 204

(Média de 4 periodos de 10 minutos)

No grafico da Fig. 4 estao indicados os cursos da absor¢ao de oxi-
génio no caso de extrato (B) e homogenizado (A) de musculo longitu-
.dinal. Tanto as tabelas como o grafico indicam que ésse musculo tem
uma pronunciada atividade citocromoxidasica, que é maior no caso do
“homogenizado, embora fortemente presente também nos extratos. No
caso do homogenizado, o ensaio, feito em dois niveis de concentragéo de
-tecido, constitui prova de que o consumo é proporcional a esta (ltima.

b) A atividade deshidrogendsica.

No caso bem estudado dos miusculos esqueléticos dos vertebrados
« em muitos outros, sabe-se que o acido pirGvico em presenca de oxi-
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TABELA 22

Reagentes e resultados do ensaio da atividade citocromoxidasica
‘de misculos longitudinais de Holothuria :

Poco central com 0,3 ml de 12% KOH, perfusdo prévia com oxigénio,
10 minutos para equilibracdo, 25°C.

Niamero dos frascos 1 2 3
ml ml ml
Agua do mar de PANTIN 1,6 1,65 1,65
Citrocromo 10-% 1,0 1,0 1,0
Ascorbato de sédio 0,114M 0,3 0,3 0,3
HOMOGENIZADO total de
rlxﬁsculo 0,1 0,05 0,05
Consumo de oxigénio em mm3 42,2 29,5 294

(média de 4 periodos de 10 minutos)

génio é completamente oxidado a CO; e agua atravéz do ciclo de SZENT
GYOERGYI - KREBS. E ainda mais, que 5 passagens désse ciclo sao contro-
lados por enzimas que entregam 2 H subtraidos do substrato ao oxigé-
nio por meio do sistema citocréomo-citocromoxidase. Dessas deshidroge-
nases, as mais bem estudadas sdo a succinica e a malica. A determina-
cdo de atividade succino-deshidrogenasica ou malicodeshidrogenasica,
portanto, implica mais ou menos na admissdo da existéncia do ciclo de
SZENT GYOERGYI - KREBS no tecido em que tal se da. O fato de experién-
cias anteriores terem indicado claramente que o musculo longitudinal
da holotaria é séde de glicdlise anaerdbica e possui atividade citocro-
moxidasica, induziu-me a investigacdo das atividades deshidrogenasicas
désse material.

A possivel existéncia de deshidrogenase succinica no musculo lon-
gitudinal foi pesquisada de duas maneiras: pela técnica de THUNBERG
e pela jA4 mencionada técnica de SCHNEIDER & POTTER (l.c.).

No primeiro caso, 1 ml de homogenizado ou extrato era colocado
no bulbo da tampa e no interior do tubo depositavam-se 2 ml. de agua
do mar de PANTIN, 1 ml de azul de metileno (AM) a 4x10-4 e 2 ml
de 0,5 M succinato de sédio. O interior dos tubos era a seguir “lavado”
por uma corrente de nitrogénio purificado em pirogalol alcalino e,
depois de tampados os tubos, procedia-se a evacuacdo dos mesmos du-
rante 5 minutos. Eram, entdo, colocados no banho a 25°C e, ao cabo
de 10 minutos, misturavam-se cs conteliddos de tubo e tampa. Nas ex-
periéncias em que se usou extrato, a descoloragdo do AM sobreveio tar-
diamente, nunca antes de terem decorrido 12 horas. Nas experiéncias
com homogenizados os resultados foram ainda piores, porquanto nem.
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eom a adicdo de cloreto de aluminio, foi conseguida descoloracio do AM.

A despeito désses resultados negativos, fez-se o ensaio de SCHNEIDER
& PoTTER (l.c.) cujos arranjo e resultados constam da tabela 22. O
principio désse ensaio consiste em que, quando o succinato é o substrato,
o fator limitante, em presenca de citocrémo e co-fatores, é a enzima (ou
as enzimas) que oxidam o sucinato e reduzem o citocrédmo, ou seja, a de-
shidrogenase succinica do tecido.

TABELA 22

Reagentes e resultado do ensaio da atividade succinodeshidro-
genédsica do miusculo longitudinal de Holothuria

Poco central com 0,3 ml. de KOH 12%, perfusdo prévia com 0, 10
minutos para equilibracao, 25°C.

Namero dos frascos 1 2 3

ml ml ml

Agua do mar de PANTIN 1,9 1,8 2,1
Succinato de sédio 0,5M 0,3 0,3 0,3
Citocromo 10-4 0,4 0,4 0,4
AICI3 4 x 10-3M 0,3 0,3 0,3

EXTRATO ou HOMOGE-

NIZADO 0,1 0,2 0,3

Nio se registrou consumo de oxigénio.

Os resultados obtidos concordaram inteiramente com os da sé
rie anterior e sugerem que a atividade succinodeshidrogenasica do mis-
culo longitudinal da holotaria é nula ou minima.

O estudo da deshidrogenase malica fez-se igualmente pela téc-
nica de THUNBERG e pela técnica manométrica. No primeiro caso, o
procedimento foi semelhante ao do emprégo da mesma técnica para a
verificacio de deshidrogenase succinica. Apenas, o succinato foi subs-
tituido por malato de sédio a 0,5 M e, na metade das experiéncias, usou-
se 1 ml. de Co I (di-fosfo-piridin-nucleétido) que, no caso do misculo
esquelético dos vertebrados, é o élo funcional entre a deshidrogenase
malica e o citocromo . Na auséncia de Co I, a descoloracio do AM so-
breveio tao tardiamente como quando succinato foi usado como subs-
trato. Na presenca do Co I, todavia, notou-se uma descoloragio muito
mais precoce, embora também algo tardia, pois nunca se completou an-
tes do decurso de 5 horas.

O ensaio monométrico fez-se segundo as recomendacdes de
POTTER (l.c., p. 97). O arranjo e o resultado tipicos de um désses
ensaios consta da tabela 23. A falta de consumo de oxigénio observada
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em todos os casos, em concordancia com os resultados obtidos pela téc-
nica de THUNBERG, estid a sugerir igualmente que no miusculo longitudi-

nal da holotiria é minima a atividade malicodeshidrogenasica, embora,
talvez, mais acentuada do que a atividade succinodeshidrogenasica.

TABELA 23

Reagentes e resultado do ensaio da atividade malicodeshidroge-
néasica do musculo longitudinal de Holothuria

Poco central com 0,3 ml. de 12% KOH, perfusdo prévia com oxigénio,
10 minutos para equilibracdo, 25°C.

Nameros dos frascos 1 2 3 4
ml ml ml ml

Agua do mar de PANTIN 1,5 1,4 0,9 0,8
Nicotinamida 0,1 M 0,3 0,3 0,3 0,3
Glutamato de sédio 0,5M 0,3 0,3 0,3 0,3
Citocréomo 4x10-4 0,3 0,3 0,3 0,3
Malato de sédio 0,5M 0,3 0,3 0,3 0,3
Extrato ou Homogenizado 0,1 0,2 0,1 0,2
Co I (no bulbo, adicion. apds equil.) 0,2 0,2 0,2 0,2
Extrato de MEYERHOF - 0,6 0,6

Nio foi registrado consumo de oxigénio, a ndo ser em presenca de
Extrato de MEYERHOF.

Com relacao a Tabela 23,4 guisa de informacao, poderia acrescentar
que o arranjo de POTTER permite a determinacdo concomitante de ati-
vidades malicodeshidrogenasica e “Col-Citocréomo”-redutasica. Dessa 1l-
tima encarregam-se os frascos 3 e 4, que por isso recebem Extrato de
MEYERHOF, preparado de musculo de mamifero (rata) e rico em deshi-
drogenase malica. Nicotinamida é usada para impedir a decomposicao
do Col que frequentemente occire em homogenizados. Glutamato, a
custa da transaminase que o tecido normalmente deve ter, cede ao oxa-
lacético resultante da deshidrogenizacao do malico, o seu -NH; e, assim,
elimina-se do sistema o oxalacético, que é inibidor da atividade mAli-
codeshidrogenaésica.

c) Atividade adenosintrifostatésica.

O fato de MEYERHOF (1928) ter determinado que em Holothuria
"o fosfageno é a fosfoarginina, que se romperia durante o trabalho muscular,
sugeriu a necessidade de se investigar a atividade adenosintrifosfatésica
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«do miusculo longitudinal. Essa investigacdao processou-se de duas manei-
ras. Primeiramente, projetou-se um método manométrico da medida da
atividade ATPasica, que teve por fundamento o seguinte: o acido fos-
forico libertado do ATP pela agdo enzimética entraria em reacdo com
o bicarbonato da 4gua do mar de PANTIN, disso resultando a producdo
de CO,. O arranjo tipico das experiéncias consta da tabela 24.

TABELA 24

Reagentes e resultados do ensaio da atividade ATPésica do mis-
culo longitudinal da Holothuria

Perfusdo prévia com N,/CO,=95/5, 10 minutos para equilibracio, ATP
adicionado 10 minutos apés equilibragdo. Temper. 25°C.

Nameros dos frascos 1 2 3 4 5 6

ml. ml ml ml ml mlL
Agua do mar de PanTIN (bulbo) - 0,2 - - - -
Agua do mar de PANTIN (camara) 2,0 - - - - -
ATP a 0,013 M (bulbo) 0,2 - 02 02 02 02
HOMOGENIZADO (céamara) - 20 20 20 20 20

Producao de CO, (mm3/h.) 644 41 64,1 651 648 608

Nesta série de experiéncia, considerou-se como “homogenizado” o
liquido colhido apés sedimentacdo do material sélido nas suspensées
resultantes da adicdo da agua do mar de PANTIN ao misculo triturado.
Assim se procedeu a fim de evitar a forte absorcio de CO, por parte
de fragmentos de tecido, a que ja se fez referéncia. Os resultados indi-
cam que, ap6s ca. de uma hora de contacto com tais “homogenizados”,
nao houve cisdo analizavel do ATP, pois no frasco n.° 1, onde nio havia
homogenizado, houve producédo idéntica de CO,. Esse CO, deve ter-se

TABELA 25
Reagentes para o ensaio ATPasico (25°C)

Nimero dos tubos de ensaio 1 2 3 4 5
ml. ml. ml. ml. ml.

Agua distilada 0,20 0,10 045 025 0,30
Dietilbarbiturato 0,5M 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
CaCl1, 0,04M 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05
ATP 0,013 M 0,15 0,15 - - 0,15
HOMOGENIZADO 0,10 020 - 0,20 -
Gamas de P do ATP hidrolizado 69,3 72,15 - 0,00 661

68,2 72,05 - 0,00 66,1
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originado do ataque ao bicarbonato por acido fosférico resultante de-
hidrolise natural, nao enzimatica, do ATP, depois da sua preparagio-
a partir de sais de Bario.

O segundo método de afericao da atividade ATPasica foi o descri-
to por POTTER & DuBois (1943), que consiste na medida do fosfato
inorganico libertado quando se satura a enzima com ions de Ca (co-fa—
tor indispensavel) e ATP, em condigbes tais que essa libertacdo seja
proporcional ao tempo e a concentracdo do tecido.A tabela 25 da
uma idéia do arranjo de uma de tais determinacoes.

Os tubos eram colocados no banho a 25°C e, apds 5 minutos, era
adicionado o extrato ou homogenizado.  Deccrridos 15 minutos, junta-
va-se a cada tubo 0,1 ml de acido tricloricetico a 50% . Em seguida a
essa desproteinizacido, tomava-se de cada tubo um aliquota, que era ime-
diatamente alcalinizada com amoniaco em presenca de paranitrofenol
e o fésforo inorginico era separado sob a forma de fosfato de calcio.
O precipitado désse composto, depois de lavado, era dissolvido em acido:
sulfarico e o fésforo era determinado segundo o método de SALOME.
PEREIRA (1939).

Os resultados obtidos com ésse segundo método também nao fa-
lam em favor de uma cisdo enzimatica do ATP. Alias, hi alguma con-
cordancia entre os resultados obtidos para o acido fosférico oriundo de
hidrélise nao enzimatica com os dois métodos. Apropriadamente con-
vertido em gamas de P, o valor médio para a producdao de CO, equiva-
le a ca. 83. Mais ATP, porém, foi usado no processo manométrico.

O método manométrico aqui descrito ndo me consta tenha sido-
anteriormente empregado para o fim precipuo da determinagdo da ativi—
dade ATP4sica. Ele, porém, tem sido usado no estudo da interferén-
cia dessa atividade em determinacoes de glicélise anaerdbica pelo mé-
todo manométrico (cf. BARRON & TAHMISIAN l.c., p. 68).

DISCUSSAO

A interpretacao dos resultados obtidos com o miusculo longitudi--
nal da holotiiria é dificil em virtude dos grandes claros ainda existen-
tes no quadro geral dos fenémenos fisico-quimicos que acompanham ou
sdo correlatos com a sua atividade. Realmente, como ja foi dito no fi-
nal da introducao, muitos dos aspectos da fisiologia do misculo longitu-~
dinal aqui pesquisados, o foram pela primeira vez néste trabalho e,
assim, resta-me nesta discussdo, apenas abordar e comentar os porme-
nores das técnicas empregadas e procurar analisar os resultados colhidos.
em funcdo do que se sabe a respeito do funcionamento do musculo liso .
em geral e do misculc liso do invertebrado em particular.

a. As medidas do consumo de oxigénio fizeram-se pela técnica de-
WARBURG com musculos picados (chopped) ou inteiros. A justificativa.
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désse procedimento pode ser encontrada em COHEN (1946,p.79) ou FIELD
(1948, pp. 296-297), ambos concordes em que a técnica do secciona-
namento em fatias nao da resultados satisfatérios, mesmo no caso do -
musculo estriado. Este é composto de fibras alongadas e o seccionamen-
to em fatias delgadas sempre redunda em extensivo dano celular, que
impossibilitam ulteriores estadios metabdlicos estiveis necessarios a ex-
perimentacdo. No caso do musculo esquelético recorre-se frequente-
mente a “técnica da tira muscular” (muscle strip technique), em que o -
material é cuidadosamente dissociado em finas tiras musculares compos-
tas por feixes integros de fibras. Essa técnica foi, um tanto modificada,
a de BARRON & TaHMISIAN (l.c.) no caso do misculo da coxa da ba-
rata. No musculo liso a questdo complica-se mais ainda. Em primeiro
lugar, éle é rico em elementos intersticiais de natureza conjuntiva que
tornam impossivel o uso da “muscle strip technique”. Essa ultima di-
ficuldade é diminuida no caso dos invertebrados, onde o tecido muscular
liso se apresenta mais frequentemente organisado em miusculo anatd-
mico. Mas, nem por isso, deixa de estar presente. Eis porque foi de -
inicio afastada a hipétese de se seccionar em fatias o misculo longitu-
dinal. Recorreu-se entdo a técnica do “chopped muscle”, a qual embo-
ra podendo produzir lesGes nas fibras, o faz em dose incomparavelmen-
te menor que no caso do seccionamento em ténues fatias. Essa técnica
teria sido empregada com beneficios. Todavia, durante a experiéncia, .
os pequenos fragmentos do musculo no interior dos frascos, na agitacdo
a que estes eram submetidos, entraram a elaborar uma excessiva quan-
tidade de muco, o qual poderia se constituir em fonte de absorgao de
oxigénio. Apelei, assim, finalmente, para o uso do misculo intacto, a
despeito do reconhecido inconveniente representado pela menor difu-
sibilidade dos gases respiratérios em tais condigoes. Nao fui o primeiro
a encontrar tal dificuldade técnica. GLAISTER & KERLY (l.c.) também
usaram misculo intacto de Mytilus e consideraram isso possivel, dada a
lenta taxa de consumo de oxigénio. Essas duas autoras, além disso, ndao
notaram diferencas de consumo entre grandes e pequenos miusculos.

As condicbes mais favoraveis de trabalho incluiram, também, co-
mo fase gasosa no interior dos frascos, o oxigénio puro e, como meio de
suspensao, a 4gua do mar bicarbonatada de PANTIN, de pH ca. 7,0, apés
rapida gazeificacdo com CO,. No caso do misculo de Mytilus estudado
por GLAISTER & KERLY (l.c.), as taxas respiratérias mais altas foram
registradas a pH 8,4 (4gua do mar natural) e 7,2 (4gua do mar tampo-
nada com fosfato). Agua do mar fosfatada de PANTIN, porém, no caso
da holotaria, foi o meio de suspensao em que se registrou o consumo
de oxigénio menor. Nio tive a preocupacdo, como GLAISTER & KERLY, .
de registrar o consumo em funcdo da temperatura, porquanto a nossa
holottiria, ao contrario do que sucede com o Mytilus na Europa, nao .
estd naturalmente sujeita a grandes variacoes de temperatura.
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O consumo de oxigénio registrado, todavia, pareceu depender do
tempo que os animais doadores tinham permanecido no aquario. A
analise das tabelas de 1 a 14 mostram que, via de regra, os mus-
culos dissecados no segundo dia consomem menos oxigénio. Numa
ocasido em que foram usados musculos disecados no 6.° dia, o consumo,
pelo contrario, foi notavelmente alto. E dificil encontrar uma explica-
cdo para o caso. Poder-se-ia pensar em que essas flutuacoes fossem
correlacionadas com o fenémeno da evisceracdo. De fato, os animais,
via de regra, entre o primeiro e o segundo dia de aquario, evisceravam.
Os distirbios que acompanham tal processo poderiam ter refletido no
metabolismo dos musculos longitudinais.

O valor médio para o consumo de oxigénio nas condicoes considera-
das padroes, ou seja, um QO, de 0,223 a 25°C, é aproximadamente
igual ao que GLAISTER & KERLY (l.c.) acharam para o retrator do pé
(bisso) de Mytilus (0,220 a 15° e 0,240 a 25°) e que MEYERHOF &
LoHMANN (1926) encontraram para o intestino da ra (0,280 a 20°).
E, por outro lado, bastante inferior ao valor relatado por ROSENTHAL
& LaAsNITSKI (l.c.) para o musculo liso do mamifero (p. ex., o colon
do coelho, com 2,64).

b. Nas experiéncias em que se fez uso da glicose e de piruvato co-
mo substratos a serem possivelmente metabolisados pelo misculo longi-
tudinal, ndo se observou significativo aumento no consumo de oxigénio.
Os valores médios obtidos foram, na verdade, apenas levemente supe-
riores ao das condicbes normais. J4 foi dito, porém, que o fato de um
tecido nao se utilizar da adicao da glicose ou dos produtos intermedia-
rios do seu catabolismo nao significa que, normalmente, ndo faca uso
de seus proprios estoques désse acucar ou de glicogénio. Asim, no caso
do musculo da coxa da barata, BARRON & TaHMISSAN (l.c.) observa-
ram que a adicao de glicose ndo causou aumento na taxa respiratéria
do miusculo do macho, mas o fez no caso do musculo da fémea. Em
concordincia com ésses resultados, determinaram que o teér de glico-
génio no macho era muitissimo mais alto do que na fémea, estando
esta Gltima, pois, (por razdes hormonais, descobriu-se depois) com de-
ficiéncia no suprimento dessa reserva. Possivelmente o misculo lon-
gitudinal se comporta em face da adicdo de glicose ou piruvato, como
o miusculo do macho da barata.

Também GLAISTER & KERLY (l.c.) ndo observaram aumento no
consumo de oxigénio quando ao meio de suspensdo do retrator de My-
tilus foi adicionada a glicose ou lactato de litio. Em alguns casos, pelo
contrario, decréscimo no consumo foi registrado.

c. A tentativa de inibir o consumo de oxigénio com solugio a
10-4 de monoiodoacetato de sédio falhou, possivelmente por nio ter sido
a droga usada em concentragdo suficiente. Todavia, pelo emprégo de
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solucdo a 10-M de fluoreto de sédio, em presenca de 0,01 M glicose,
o consumo de oxigénio do musculo longitudinal, picado ou intacto, foi
significativamente diminuido. Essa diminui¢do surgiu imediatamente
3 adicdo da droga. Ja se disse, anteriormente, do modo pelo qual o fluo-
reto afetaria a glicélise. Acrescente-se aqui que o situs dessa agao se
encontra na passagem da glicélise anaerdbica em que o acido fosfogli-
cérico se converte em acido fosfopiruvico (Segundo BONNER e THIEMANN
(1950), porém, NaF agiria no ciclo de KreBs). A diminuicdo do consu-
mo de oxigénio pelo NaF seria um indicio de que no masculo longitu-
dinal o catabolismo do glicogénio passaria por pelo menos alguns dos
produtos intermediarios da glicélise dos misculos esqueléticos dos verte-
prados. GLAISTER & KERLY (l.c.) também obtiveram diminuicdo do
consumo de oxigénio do retrator de MUytilus a custa de inibidor, que
foi precisamente o monoidoacetato na concentracdo de 10-4. O situs
de acdo déste Gltimo inibidor é também passagem da glicdlise anterior
a formacdo de acido pirtivico ou &cido latico, de modo que é possivel,
pela adigdo de piruvato ou lactato, ao misculo envenenado com mono-
iodoacetato, fazer com que o consumo de oxigénio aumente de novo
(KrEBs 1941). De fato, isso aconteceu no caso do retrator de MY-
tilus. Infelizmente, ainda ndao me foi possivel tentar essa atenuacdo dos
efeitos de inibidor da glicdlise, no caso do misculo longitudinal da ho-
lottria.

d. A medida da glicélise anaerdbica do musculo longitudinal en-
controu sério obstaculo na grande tendéncia do tecido em questdo de
absorver CO, quando em presenca de atmosfera rica désse gas. Foi
lembrado que posivelmente muitos dades discrepantes da literatura a
respeito da medida em questdo podem ter-se originado de falta de cor-
tecdo nas determinacGes quanto ao CO; retido, uma vez que tais expe-
riéncias sempre se realizam com quantidades relativamente grandes
de tecido em atmosfera de 5% de CO, em nitrogénio. No caso do mus-
culo do miisculo da barata estudado por BARRON & TAHMISIAN (l.c.).
a que se fez aceno, ésses autores relataram que a medida da gliclise
anaerdbica feita em circunstincias analogas as déste trabalho levava a
resultado bem diverso, e maior, do que quando se aferia &sse mesmo
processo com base na dosagem fotométrica do acido latico formado.
BARRON & TAMISIAN atribuiram a discordancia ao fato de que pos-
sivelmente, no célculo do 4cido latico formado baseado no CO, produ-
zido, deve ter sido levado em conta muito CO, que se formou a custa de
reacdo entre acido fosférico oriundo da decomposicio de ATP e o bi-
carbonato do meio. Bastaria, porém, ter BARRON & TAMISIAN satura-
do préviamente o meio de suspensio com CO,, e poderia suceder
que o excessivo CO, médio fosse devido mais a um ajuste inicial entre
o tecido e o meio gasoso no interior dos frascos, 2 semelhanca do caso
constante da Fig. 2, B, déste trabalho.
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O valor médio achado na série normal para a producdo horaria
de CO; por mgr de péso séco, foi de 0,076, o que equivale a ca. de 0,050
mgr de acido latico por gr de péso fresco. (O calculo dessa equivalén-
cia consistiu em considerar o péso séco em cada experimento da tabela
17 como 16,5% do péso fresco e cada microlitro de CO, como equiva-
lendo a 4 gamas de acido latico). Essa produgido de Aacido latico é
inferior a achada por GLAISTER & KERLY (l.c.) no retrator do bisso
(0,067 a 25°C). O valor encontrado por MEYERHOF & LOHMANN
(1926) no caso do intestino da ra foi de 0,50, em meio glicosado, a 20°C.

As experiéncias indicaram pois, a existéncia de glicélise anaerd-
bica no musculo em questao. Alids, ndo esta a primeira vez que
alguém se ocupou do problema na holotiria. Em 1947, HARTING, numa
curta nota; deu conta da acéo de inibidores de grupos sulfidrilicos sobre,
a glicdlise anaerébica do misculo (presumivelmente o retrator) de
Thyone. A autora, todavia, nao forneceu dados numéricos sdbbre o proces-
so, apenas se limitou a informar muito sucintamente que o monoiodo-
acetato de sédio a 0,001 M inibiu a glicélise anaerdbica, quer fosse adi-
cionado antes ou durante a medida desta Gltima. Nao ficou claro da
sua nota se usou ou nao iodosobenzoato no musculo de Thyone. Na por-
cdo estriada do adutor do lamelibranquio Pecten, porém, HARTING
(l.c.) observou que ésse agente produzia um imediato aumento da
glicolise. A acdo do monoiodoacetato foi patente apenas nos casos em
que adicionou a droga 20 minutos antes do inicio das leituras manomé-
tricas. Também no musculo longitudinal da holotiria aqui estudado o
iodosobenzoato nao causou inibicao da glicélise. Pelo contrario, o api-
ce da curva B da Fig. 3, indica que sob a acao dessa droga, a producdo
de CO, talvez tenha sido de inicio retardada, mas depois esbogou-se
uma nitida aceleracdo dessa producdo. HARTING (l.c.) também ob-
teve com outros supostos inibidores (p. ex., acido paracloromercuri-
benzdico) o inverso do que esperava. O mesmo foi observado com essa
substiancia no masculo da barata por BARRON & TaHAMISIAN (l.c.)
Esse dois autores, porém, com monoiodoacetato conseguiram inibicao
parcial da gliclise anaerdbica. Comentando os seus resultados e os de
HARTING (1.c.), BARRON & TAHMISIAN (1.c.) inclinam-se a conclusdo
de que no musculo do inveriebrado seria geral essa falta de inibicao de
agentes tais como o paracloromercuribenzéico e o iodosobenzoato.

e. Em misculos inteiros colocados no respirdbmetro em atmosfera
de oxigénio, o quociente respiratério médio obtido ao redor da unidade.
O método empregado na determinagdo do QR contornou o quanto pos-
sivel a dificuldade da medida do CO. oriundo dos processos metabdli-
cos. Nao existe, mesmo, na atualidade, outro método que lhe seja su-
perior. Assim, o valor medido para o QR do musculo longitudinal in-
dicaria, com alguma certeza, que, nas condigées da experiéncia, o mate-
rial em questdo estaria fazendo uso de carbohidratos do seu préprio
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estoque. O resultado obtido esti, por outro lado, em concordincia com
a verificacdo de BoyLAND (l.c.) segundo a qual na holotiria, durante
a atividade, o glicogénio, embora com alguma lentidao, se converte em
4cido latico. Nas condicoes em que se fizeram as determinacoes do QR,
os musculos acabavam de ser dissecados. Nessa circunstancia, logo apés
o seccionamento dos dois pontos de insercao, o musculo se contrai até
um estado que se poderia chamar de contragdo subméaxima, pois, se es-
timulado ulteriormente por meios apropriados, pode encurtar-se mais
ainda. Neste estado de contracdo submaxima, permanece o misculo
indefinidamente, podendo distender-se se submetido & traccio. JORDAN
(1916) demonstrou que a resisténcia a distensdo diminui muito apés a
seccao do nervo radial. Do expodsto, deduz-se, pois, que os misculos
usados na experiéncia, por assim dizer, acabavam de passar de uma
fase “metaestavel” (posicdo no corpo do animal) a uma fase “mais esta-
vel” (dissecada). E’ dificil dizer se no encurtamento subsequente ao
corte das insercGes, ha gasto anormal de reservas ou se, para manuten-
<ao do mausculo nesse estado perene de contracao subméxima, tal tam-
bém se da. Nao ha estudos a respeito. Algo se sabe apenas com refe-
réncia ao estado de contragcao tbnica e, asim mesmo, no caso do adutor
do lamalibrianquio. Aquij, segundo os antigos autores (MARCEAU 1909;
BETHE 1911, etc.), o metabolismo dos carbohidratos durante o tonus
nio seria significativamente maior do que o das condicoes de repouso.
PArRNAsS (1910) informou que o adutor pode suster grandes pesos sem
aumento mensuravel do consumo de oxigénio. RITCHIE (1928), todavia,
calculou que os métodos usados nao poderiam mesmo ter registrado au-
mento na respiracao désse miasculo. H4 indicios de que o acido se acumu-
la durante 27-84 horas de contracdo continua. Como se vé, o assunto
é complexo e ainda estd por ser bem estudado. No caso do misculo
longitudinal da holotiiria somente a dosagem, em condi¢Ges apropriadas,
do teor de glicogénio e acido latico nas varias horas subsequentes a dis-
secacao podera informar se o estado de contracdo submaxima em que
fica o efetuador em questdo se d4 em condicoes de metabolismo de base
ou nao.

f. Apezar de, sob certas condigdes, os misculos longitudinais da
holotiiria se apresentarem coloridos de amarelo, ndo me foi possivel ex-
trair désse material citrocrémo em quantidade analisidvel, nem mesmo
quando se empregou para ésse fim o espectrofotémetro de BECKMANN.
O test da benzidina, por outro lado, revelou que tanto no misculo “bran-
co” como no “amarelo”, neste muito mais do que naquele, existe um
composto do tipo “heme” que tanto poderia ser o citocrémo, em peque-
nissimas quantidades, como a citocromoxidase. O ensaio manométrico
desta tltima pos em evidéncia que o musculo longitudinal da holotiiria
possue apreciavel atividade citocromoxidasica.
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Nada existe, na literatura sébre o musculo longitudinal, que se
refira ao assunto aqui pesquisado. Alids, muito pouco tem éle sido estu-
dado no misculo liso em geral. Com relacdo aos invertebrados, ainda é°
o miusculo do lamelibranquio o mais bem trabalhado sob ésse aspecto.
Apenas nao estd muito claro nos trabalhos qual o miusculo escolhido e,
no caso do adutor, qual a porgao utilizada (a estriada, a lisa, ou am-
bas). O sistema citocrémo-citrocromoxidase tem sido estudado geral-
mente em conexao com a atividade deshidrogenasica e uma frutifera
via désse estudo vem a ser o emprégo de inibidores dos compostos hé-
micos, tais como cianéto e azida. Loew (1881, ap. HUMPHREY l.c.,
p- 357) observou que azida é téxica a muitos invertebrados, moluscos
inclusive. Da observagédo de KEILIN (1936) e KEILIN & HARTREE (1940)
de que a azida é tao téxica como cianéto em impedir que o citocrémo se
oxide por obra da citocromoxidase, surgiu a crenca de que ésses dois inibi-
dores tém mais ou menos a mesma acdo sdbre os tecidos. STANNARD
(1939) e SPIEGELMAN & Mooc (1945), entre outros, demonstraram,
porém, que entre os invertebrados ha tdédas as combinacdes possiveis
de sistemas respiratérios sensiveis e insensiveis ao cianéto e a azida,
CHAPHEAU (1932, ap. HUMPHREY l.c., p. 357) obteve marcada inibi-
¢do do musculo picado de Ostrea com cianéto. Esse resultado concorda
com o de HUMPHREY (l.c.) obtido com homogenizados de misculo
de Saxostrea. Azida, para produzir o mesmo efeito neste Gltimo misculo,
teve que ser usada em concentragdo 5 vezes maior. O trabalho de
HuMPHREY (l.c.) parece-me o mais importante como termo de con-
fronto com os resultados obtidos na holotiria. Também ése autor nao
conseguiu extrair citocromo do miusculo de Saxostrea e, nao obstante,
foi ai positivo o test da benzidina. As medidas do consumo de oxigénio
de homogenizados em presenca de acido ascérbico e citocrémo, ao lado
das inibicGes conseguidas com cianéto e azida, indicaram a presenca
de citocromoxidase. Como se vé, falta apenas o estudo da acdo déstes
dois Gltimos inibidores sdbre a respiracdo do musculo da holotiria para
que, eventualmente, os resultados colhidos com o referido musculo ve-
nham a ser 100% semelhantes aos obtidos por HUMPHREY (l.c.) com
o musculo de Saxostrea.

Ainda a propésito da presenca de citocromoxidase nesse lameli-
branquio, HUMPHREY (l.c.) recorda o enigma que para BALL &
MEYERHOF (l.c.) representa o fato de um animal empregar a hemocia-
nina, que nao é um composto hémico, como pigmento respiratério e,
nao obstante, possuir musculos ricos em mioglobina, como é o caso de
Venus mercenaria. Tal, porém, nio se d4 com as ostras, onde, parece,
nao existe hemocianina. Comparando a atividade citocromoxidasica re-
lativamente grande do musculo de Saxostrea com a provavelmente pe-
quenissima quantidade de citocrémo que ai deve existir HUMPHREY
sugere que o metabolismo désse miisculo deve ser semelhante ao de
ovo de Arbacia, onde KrRAHL, KELTCH, NEUBECK & CLOWES (1941)
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admitem que o citocrdmo C nio se ocupa de importante fragdo do consu-
mo de oxigénio. O test positivo da benzidina sugeriria a presenca do
hemocromégeno precursor de KEILIN (1929). Assim, Saxostrea poderia
ser classificada como animal sem pigmento respiratério e com concentra-
¢ao muito pequena de citocromo ou de seu precursor. Na base dos estu-
dos feitos com o masculo longitudinal, quase que as mesmas palavras
porleriam ser aplicadas a holoturia.

g. Os resultados obtidos com as técnicas de THUNBERG e mano-
métrica ndo falam pela existéncia no musculo longitudinal de atividade
succinodeshidrogenasica. Com relacdao a possivel atividade malicode-
shidrogenasica, o test de THUNBERG, pelo menos, indicou algo dessa ati-
vidade. Esses resultados nao deixam de ser surpreendentes, pois que
era de se esperar que um tecido, que parece possuir glicolise nos moldes.
dos misculos estriados e, também, apreciavel atividade citocromoxida-
sica, possuisse uma fase aerdbica do catabolismo carbohidratico do tipo
do ciclo de SzeNT GYOERGYI - KREBS. Antes, porém, de comentar os re-
sultados obtidos em funcdo de outros existentes para musculos lisos de
invertebrados, seria bom assinalar que os ensaios feitos sobre a atividade
deshidrogenasica do musculo longitudinal foram feitos segundo receitas
formuladas para miasculos de vertebrados, particularmente, mamiferos,
onde essa atividade é bem acentuada. E bem provavel, assim, que, com
um melhor ajuste de concentracoes de substrato, enzima e cofatores,
se pudesse medir alguma atividade. Por outro lado, antes de afirmar
a inexisténcia do ciclo de SZENT GYOERGYI - KREBS no mausculo longitu-
dinal, seria necessario aplicar ao mesmo o test da inibicdo do consumo
de oxigénio em presenca da glicose, por meio do malonato e a supres-
sao da mesma por subsequente adicdo de fumarato. A serem verdadei-
ros, todavia, os resultados obtidos na holotliria, estariam éles em com-
pleto desacérdo com os de HUMPHREY (l.c.) relativos ao musculo de:
Saxostrea. Aqui, os homogenizados de musculo exibiram maijor consumo
de oxigénio em presenca de 0,05 M de succinato e maior ainda na pre-
senca concomitante de citocromo. Curiosamente, porém, a tabela 3 de
HUMPHREY assinala que os homogenizados respiram também na ausén-
cia de succinato e citocromo, o que leva a pensar que na preparacao dos
homogenizados nao se tenha abolido completamente o consumo de oxi-
génio endbgeno, como seria aconselhavel (POTTER l.c., p. 92). Esse
resultado de HUMPHREY, por sua vez, discorda do anteriormente obtido
por BALL & MEYERHOF (l.c.) em Venus mercenaria, onde a atividade
succinodeshidrogenasica dos misculos brancos e do adutor foi débil ou
duvidosa.

h. A investigacéo de uma possivel atividade adenosintrifosfatasica
dos misculos longitudinais fez-se, como se disse, em virtude da presenga.



186 ERASMO GARCIA MENDES

de fosfoarginina neles verificada por MEYERHOF (1928). Além disso,
os trabalhos da escola de JAkRus (l.c.) tinham asinalado no retrator
de Thyone um elemento que provavelmente é a miosina, a que se atri-
bui atividade ATPasica. Os resultados, todavia, nao indicaram a pre-
senca dessa atividade nos homogenizados ou extratos do musculo longi-
tudinal. Isso, porém, nao exclui a possibilidade da sua existéncia. E
_preciso ndo esquecer as peculiaridades do funcionamento dos muscu-
los lisos, mesmo daqueles que, como os dos invertebrados, se organizam
em musculos anatémicos. Como bem assinalou FISCHER (l.c.), com
ampla corroboracgio ulterior de SZENT GYOERGYI, o musculo liso, a despei-
to das grandes diferencas que o separam do miusclo estriado do ponto de
vista fisiolégico, possuiria em comum com éste o mecanismo contratil e
as manifestagOes bioquimicas associadas; o fator tempo, apenas, é di-
ferente nos dois tipos de misculos. Essa importancia do fator tempo
também se depreende do trabalho de BoYLAND (l.c.) ao assinalar a
lendidao com que, em comparacdo com o caso dos vertebrados, o gli-
cogénio se converte em acido latico nos lamelibranquios e nas holotdrias.
Salientou também BOYLAND a dificuldade da pesquisa nesses animais,
em virtude do baixo metabolismo. E bem possivel, asim, que a infruti-
fera tentativa de observar atividade ATPasica no miusculo longitudinal
seja devida mais a aplicacdo de uma técnica de estudo que costuma pro-
duzir efeitos imediatos no caso dos musculos dos vertebrados. O mes-
‘mo, talvez, se poderia dizer dos insucessos na determinacao da ativida-
de deshidrogenasica.

SUMARIO

1. Foram estudados alguns aspectos do metabolismo e do equipa-
mento enzimatico do masculo longitudinal de Holothuria grisea
SELENKA.

2.As condicGes mais propicias para a medida do consumo de oxi-
génio do misculo longitudinal foram a suspensio de misculos inteiros
em agua do mar artificial segundo PANTIN (1934), de pH igual a 7,0,
em equilibrio com uma atmosfera de 1009 de oxigénio.

3. As medidas do consumo de oxigénio fizeram-se num aparélho
de BARCROFT- WARBURG, em frascos de capacidade média de 18 ml,
a uma taxa de agitacao de 120 oscilagdes por minuto, a uma tempera-
tura de 25°C.

4. Nessas condigdes, o consumo médio de oxigénio do miusculo lon-
gitudinal de H. grisea foi de 0,223 milimetros clbicos de oxigénio por
miligrama de péso séco, em uma hora.

5. Em presenca de glicose ou de piruvato de sédio, usados nas
concentracoes de 0,01 M e 0,02 M, o consumo de oxigénio do musculo
longitudinal de H. grisea ndo foi significativamente aumentado.



MUSCULO LONGITUDINAL DE HOLOTHURIA 187

6. O fluoreto de sédio, na concentragdo de 10-* M, inibiu parcial-
mente o consumo de oxigénic do musculo longitudinal, reduzindo-a a
ca. 25% do normal. O monoiodoacetato de sédio, a 10-4 nao afetou a
respiracdo do misculo longitudinal.

7. O valor obtido para a glicélise anaerébica normal, a 25°C, do
masculo longitudinal, em termos de producdo de CO, (QN2 ), foi de
Cco

0,076, o que equivale, em termos de &cido latico formado (QN), a

0,050. Em presenca de iodosobenzoato, a M/600, o QN2 médio foi
CO2
de 0,071. Em presenca de monoiodoacetato de sédio a 10-3, o QN2
CO2
médio reduziu-se, porém, a 0,033.

8. O quociente respiratério médio do misculo longitudinal, me-
dido a 25°C por uma combinacdo dos primeiro e segundo métodos de
DICKENS & SIMER, foi de 1,07 em agua do mar natural e 1,21 em Aagua
do mar segundo PANTIN fosfatada.

9. Com a técnica de THUNBERG ndo foi possivel demonstrar ativi-
dade succinodeshidrogenasica no musculo longitudinal. Com a mesma
técnica, em presenca de Co I, alguma atividade malicodeshidrogenasica
foi evidenciada. Nenhum consumo de cxigénio foi observado quando se adi-
cionou extrato ou homogenizado de mfusculo longitudinal a succinato
ou malato, nas condicbes prescritas por SCHENEIDER & POTTER (1943)
e POoTTER (1946).

10. Extratos ou homogenizados de musculo longitudinal nido re-
velaram atividade adenosintrifosfatica em presenca de ATP, quer em
ensaios manométricos, quer no ensaio preconizado por POTTER & DuBoIS
(1943).

11. O test da benzidina revelou a presenca no musculo longitu-
dinal, particularmente nos amarelados, de um composto hémico. Nio
se conseguiu, todavia, extrair citocromo do musculo longitudinal pela
modificacido de POTTER ao método de KEILIN & HARTREE (1937). O
ensaio manométrico de SCHENEIDER & POTTER (1943), no entretanto,
mostrou que o misculo longitudinal possui apreciavel atividade citocro-
moxidésica.

SUMMARY

1. A few aspects of the metabolism and of the enzymatic equip-
ment of the longitudinal muscle of Holothuria grisea SELENKA were stu-
died.

2. The most adequate conditions for the measurement of the
oxygen uptake of the longitudinal muscle proved to be the suspension
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of whole intact freshly dissected muscles in PANTIN’S sea water (1934),
pH= 7.0, in equilibrium with 100% oxygen.

3. The measurements of the oxygen consumption were made in a
BARCROFTWARBURG apparatus, at 25°C and 120 complete oscillations
per minute.

4. TUnder such conditions the mean oxygen consuption of the lon-
gitudinal muscle of H. grisea was 0.223 cubic millimeters of oxygen per
milligram of dry weight and hour.

5. In the presence of glucose or pyruvate, used as 0.01 and 0.02M
solutions in PANTIN’S sea water, the oxy uptake of the longitudinal
muscle was not significantly increased.

6. 10-*M sodium fluoride partially inhibited the oxygen consump-
tion of the longitudinal muscle, to about one fourth of the normal. 10-*
iodoacetate did not affect the respiration of the longitudinal muscle.

7. 'The mean value obtained for the anaerobic glycolysis of the
Iongitudinal muscle, at 25°C, was, in terms of CO, production, 0.076
cu.mm. per mg dry weight and hour, that is, equivalent to 0.050 mi-
crograms of lactic acid. M/600 iodosobenzoate did not significantly
affect the anaerobic glycolysis of the longitudinal muscles (CO. pro-
duction rate: 0.071), but 10-® iodoacetate did affect it, reducing the
CO, production rate to 0.033.

8. No succinic dehydrogenase activity could be detected from
extracts or homogenates of longitudinal muscles in PANTIN’S sea water,
using the THUNBERG technique. When malate was used as substrate,
only when Co I was also added to the THUNBERG’S flasks some malic
dehydrogenase activity was observed. No oxygen consumption was
measured when extracts or homogenates of longitudinal muscles were
added to succinate or malate, according to SCHNEIDER & POTTER (1943)
and POTTER (1946).

9. Extracts or homogenates of longitudinal muscles did not
exhibit any ATPase activity either in manometric assays or in the test
described by POTTER & Dusois (1943).

10. The benzidine test revealed the presence in the longitudinal
muscles, particularly in the yellowish ones, of a haem compound. No
cytochrome, however, could be extracted from the longitudinal muscles.
The manometric assay described by SCHEIDER & POTTER (1943)
showed that the longitudinal muscles possess a good cytochromcxidase
activity .
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