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ESTUDOS METABOLICOS EM CORAGAO DE LAPAROS INFECTADOS COM VIRUS DA
FEBRE AFTOSA,

INTRODUGADO

e e e w—n - — — o— -

Conhece-se desde longa data (1) os agentes infec-
ciosos invisiveis ao microscdpio dético comum, incultivdveis  nos
meios utilizados para o crescimento bacteriano, mesmo para as bac
térias mais exigentes, e capazes de atravessar filtros capazes de
reterem bactérias. A primeira etapa da descoberta dos virus foi
por Iwanowski, que indicou sua presenga como causador de uma doen
¢ca em planta de fumo. Como Iwanowski ndo estava totalmente certo
de sua descoberta, coube a Beijerink em 1898 comprovar a existén-
cia do TMV (virus do mosaico do fumo) (2). Ainda em 1898, atri -
buindo natureza corpuscular ao agente causador da aftosa, Loef -
fler e Frosch pensaram que o liquido de uma vesicula aftdsica, 1i
vre de germes, conteriam os elementos necessdrios para proteger -
os animais contra a enfermidade. Passaram éste liquido através -
um filtro Berkefeld e verificaram que o liquido continuava infec-
cioso para os bovinos. TFoli assim descoberto o primeiro virus dos

animais (3).

Iwoff (4) define virus como particulas infeccio -
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sas possuindo um unico tipo de dcido nucleico e que se rcproduz S0

mente de seu material genético. O virus da febre aftosa € classi-

ficado segundo Iwoff e Tounier (5 ) como:

FPamilia ¢+ Napoviridae
Sub-familia: Picornavirinae
Género :+  Picornavirus

Espécie ¢ Aphthae

Picornavirus, de acordo com o Grupo Internacional_

de Estudos de Enterovirus em 1963 (6), sdo virus que:

1) Sado pequenos em tamanho (15 a 30 nm de diame -
tro)

2) Sdo insensiveis a inativacgdo pelo dter etilico

3) Contém dcido ribonucleico (RNA).

Ble afeta todos os animais de patas fendidas, mas
principalmente bovinos, suinos, ovinos e caprinos. Sua importén -
cia € devido a grandeé perdas economicas que resultam do decrésci-
mo da produtividade e pelas restrigoes impostas pelo comércio in -

ternacional (7).

Nagel (8) em 1937 e posteriormente Hofmann (9) em
1941-1944, utilizaram o rato branco para rdpida multiplicacdo em -
condigoes artificiais, porém Skinner (10) em 1951 demonstrou pela
primeira vez que escolhendo o coragdo como tecido para passagem e
a cavidade peritonial com o via de inoculagdo, havia adaptagdo do

virus ao rato sem nenhuma dificuldade.

Garcia Mata (11) em 1951 verificou que inoculando
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o virus aftoso em ratos recém nascidos, observa-se morte dentro de
breves horas. Verificou também que havia uma idade critica no de-
senvolvimento dos ratos em que a inoculacgao nao produzia nenhuma -

lesdo, sendo éste momento mais precoce nas fémeas.

Dacorso Filho e Cunha (12) em 1954 verificaram que
em coelhos recém-nascidos havia morte dentro de 24 horas apds a
inoculagdo. Os sinais da doenca manifestavam-se por paralisia dos
membros. Em 1955, Garcia Mata (13) verificou em animais recém-nas
cidos de diversas espdcies, que o virus tinha predilecdo pelos te-
cidos do coragdo, e que a morte ocorria entre 30 a 60 horas apds a

infecgdo.

Os carboidratos desempenham papéis de fornecimento
de energia e de precursor para o processo da replicagdo viral., As
alteracoes na glicdlise induzida por virus foram observados em di-

versas ocasioces:

Kun e Smith (14) em 1950 e Smith e Kun (15) em -
1954, verificaram um aumento na glicdlise em membrana corioalantd-

ca de embrido de galinha apds infecgado com virus mixoma.

Racker (16) em 1954, observou uma inibigdo na gli-
cdlise em cérebro de rato infectados com virus da poliomelite, ti-

po II e com virus Theiler FA, da encefalomielite de rgto.

Tevy e Baron (17) em 1956, afirmaram que em teci -
dos de rim de macaco infectado com virus da poliomelite, ocorria -

aumento na glicdlise.

Fisher e Ginsberg (18) em 1956 mostraram que virus

influenza inibe a glicdlise em leucdcitos de cobaia.
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Fisher e Ginsberg (19) em 1957 mostraram que em

cultura de celulas Hela, infectadas com adenovirus, havia aumento
na glicdélise, bem como aumento na produgao de dcido ldtico, acdti

co, pirdvico e aceto-glutdrico nas cdlulas infectadas.

Green et al (20) em 1957, encontraram que cultura
de c€lulas humanas infectadas com virus da doenca Newcastle exi -
biam aumento na glicdlise, enquanto que o virus mumps (da cachum-

ba) ndo provocava nenhuma alteragdo na mesma.

Kit e Griffin (21) em 1958, concebem 4 aspectos -
do metabolismo de carboidratos, para o aumento da glicdlise anae-

rdbica em células de marniferos.

1) - A concentracgdo e atividade de enzimas -
glicoliticas.

2) - Deficiéncias na cadeia do transporte de
eletrons.

3) - Inabilidade relativa da mitocondria em
oxidar o piruvato pelo Ciclo de Krebs.

4) - Palha no mecanismo normal regulatdrio -

que controla a glicdélise e respiracgao.

Polatinic e Bachrach (22) em 1960, em cultura de
células de rim de bovino infectado com virus aftoso, verificaram
um aumento na glicdlise durante a produgdo de virus. ZBstes resul
tados foram confirmados por Rebenkov et al (23) em 1967, em cultu
ra de células de rim de embrido de porco, e afirmando que a inten
sificacdo da glicdlise parcce preceder a acumulagao virica das
células infectadas. Em 1969, Milsteins e Eligulashvili (24), ve-

rificaram que ocorre uma intensificacg@o na glicdlise em cultura -
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de células dc¢ fibroblasto de embrifo de hamster infectadas pelo
adenovirus tipos I e 12, Eligulashvili (25) em 1970, observou -
também um aumento na glicdlise em cultura de células infectadas_

com Virus Sarcoma de Maloney.

Pledger e Polatinic (26) em 1963, em cultura de
células de rim de bovino, verificaram que o ciclo das pentoses u
tilizara aproximadamente 4% do metabolismo total da glicose—l4C,
e que a vie glicolitica utilizara 95%. Observaram também que S0
mente 2,5% do sustrato utilizado forneceu 002. As células infec

tadas com virus da febre aftosa mantiveram o mesmo padrdo do me-—

tabolismo de glucose que as células normais.

0 dcido piruvico € um intermedidrio comum entre
a respiragdo e a glicdlise. ZE£le compete por elétrons mantidos -
relo I\?ADH2 extramitocondrial, com os componentes da cadeia respi
ratdria, que transportam os eldtrons para o oxigénio. Esta com-
petig8o, segundo Weinhouse (27) em 1956, seria o fator crucial -

na determinacdo do grau da glicdlise anaerdbica.

Olson e Stare (28) em 1951 afirmaram que, em fa -
tias de coragao de pato respirand;?%alina—fosfato, 50% do piruva-
to que n2o era transformado em lactato, era descarboxilado. O res
tante era consumido via fosfoenolpiruvato para precursores de car
boidratos. filler e Olson (29) enm 1952, verificaram que a utili-
zacdo do piruvato por fatias de musculo cardiaco de pato era fun-
cdo da concentragdo do substrato e que a contribuigd@o do piruvato

adicionado para o consumo de oxigénio variava de 45% a 93%.

Pardee e Kunkee (30) em 1952, encontraram um de-
créscimo na atividade do consumo de oxigénio quando se usava piru

vato como substrato em E. coli infectada com bacteridfago.

T oical o md =T L3N A 1O cy o e AT M1 e e e
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um sinergismo quando se combinavam glicose e piruvato para sinte-

se de virus influenza em cultura de membrana corialantdica.

Spizizen (32) em 1957, verificou que E. coli in -
fectada com bacteridfagos tinha sua capacidade de metabolizar o}
piruvato bastante reduzida. O virus T7 inibia quase completamen-
te a utilizagdo do piruvato, enquanto que o virus T2 reduzia apre

ciavelmente sua taxa de oxidacdo.

Polatinick e Pledger (33) em 1962, observaram que
o0 piruvato era pouco metabolizado em culturas de rim de bovino in

fectado com virus da febre aftosa.

Rebenkov et al (23) em 1967, em cultura de rim de
embrigo de porco, verificarem que o dcido pirdvico se forma mais
intensamente em cultura normal que em cultura infectada com virus

aftoso.

A atividade metabdlica do Ciclo de Krebs nas célu
las hospedeiras, mostrou ser de grande importancia para multipli-
cagdo do virus influenza, quando Ackermann (34) em 1951 e Acker -
mann?Francis (35) em 1954 testaram a privacgao de substrato, supres

sdo da tensfo de oxigénio e interrupgfo do sistema de transporte

de hidrogénio e inibigdo das desidrogenases.,

Pearson e Winzler (36) em 1949, usando culture de
cérebro de rato, ndo encontraram nenhuma troca na respiragao, in-
duzida pela propagacao de virus Theiler, nem elteragoes na via gli

colitica em relag@o aos controles.

Ainslie (37) em 1952 verificou que o fluoroaceta
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to, agente inibidor da aconitase do ciclo de Krebs, inibia o cres
cimento do virus da poliomelite em ratos, (mostrando que o cresci
mento do virus da poliomelite cstava intimamente relacionado com
o funcionamento do ciclo de Krebs). Cooper (38) em 1959 concluiu
que a glicdlise poleria ser usada como fonte de energia para a sin.
tese de poliovirus, mas que a vie oxidativa tambémtinha sua parce

la de contribuicao.

Polatinick e Bachrach (39) em 1960, trabalhando -
com venenos metabdlicos em cultura de células de rim de bovino in
fectadas com virus da febre aftosa, verificaram que a producdo de
virus era mais fortemente afetada por inibidores glicoliticos que
por inibidores do Ciclo de Krebs e da cadeia de transporte de el€
trons. Assinalaram também que a falta de oxigénio durante 5 ho -
ras, no periodo de produgdo virica, nZo afetava a multiplicacgdo -
do virus aftoso. Isto € uma forte evidéncia que a sequéncia oxi-

dativa ndo € vital para a produgdo do virus aftoso.

Polatinick (40) em 1961, verificou que em cultura
de células de rim de bovino, a produgdo de virus aftoso era ape -
nas levemente alterada pelo DNP (dinitrofenol), agente desacopla-
dor da fosforilacgdo exidativa. A produgdo virica manteve—sgymeo—
mo nivel que o controle, gragas a cnergia fornecida pela fosfori-

lagdo anaerdbica.

Planterose (41) em 1961, assinalou que cultura de
células de rim de porco infectada com virus aftoso, mostrava a via
glicolitica convencional, ciclo de Krebs e via oxidativa termi -
nal, no infcio da infecgdo. Porém, ocorria declinio do consumo -
de oxigénio e aumentava a via glicolitica dos 2 aos 9 dias de cul

tura. Ble concluiu que a via oxidativa podia fornecer energia pa
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ra sintese viral, mas que podia também ser totalmente substituida

pela glicolise.

Polatinick e Pledger (33) em 1962 observaram  que
em culturas de rim de bovino infectado com virus da febre aftosa,
a taxa do consumo do piruvato ndo era alterado como resultado da
infecg@o., Observaram também que o mesmo ndo era consumido via ci
clo de Krebs nem formava dcido latico, mas que havia uma alta ta-
xa de consumo de piruvato em cultura de cé€lulas de rim de bovino.
Concluiram que o piruvato era largamente consumido por outras vias

nao oxidativas,

Pledger e Polatinick (42) em 1962, estudando o -
meio de crescimento para o virus aftoso em culturas de células de
rim de bezerro, verificaram que o ciclo de Krebs ndo mantém a re-
produgdo virica. Dos substratos do ciclo de Krebs testados, so =
mente Succinato, Isocitrato, a-ceto-glutarato e piruvato foram
capaz de manté-la em alguma extensao. Os mesmos autores (43),trg
balhando com cultura de rim de bovino, mostraram que apds a adi =
¢8o de glicose, 80-90% da quantidade total de dcido produzido era
dcido ldtico. Apds a infecgdo com virus aftoso, as células produ
ziram apenas quantidades insignificantes a mais., Nao foi encon -

trado nenhum dcido do ciclo de ¥rebs.

Pledger e Polatinick (42) em 1962 estudaram a pro-
ducdo do virus da febre aftosa, em meio com diferentes concentra-
goes de ion fosfato. Verificaram que o ion fosfato & necessdrio,
mas que somente uma pequena concentracdo era requerida para man -
ter ativa a reproducdo virica. Rebenkov et al (23) em 1967 veri-
ficaram em cultura de células de embrido de porco, que o fdsforo

inorganico era absorvido durante o periodo que antecedia a produ-



- 10 -
¢do virica, sem diferengas para cdlulas normais e infectadas. Apds
Este periodo havia acumulacgdo de fésforo inorganico no meio de cul
tura, também sem nenhuma diferenca para cdlulas normais e infecta-

daz.

Takatsuki et al (44) em 1969, verificaram que os i-
nibidores da cadeia respiratdria, Ascochlorin e Rotenona, mostra -
ram significativos efeitos inibitérios sobre o crescimento do vi-
rus da doenga Newcastle em cultura de células de fibroblastos de

Lo

embrigdo de galinha.

Simanovskaya et al (45) em 1969 verificaram que a
reprodugado dos virus mumps e vaccinia em Tibroblastos de embrido -
de galinha, causavam um decréscimo na capacidade respiratdria da

mitocondria.

Finalmente gostariamos de citar um trabalho de revi
s8o de Bachrach (46) em 1968, que descreve os mais recentes desen-

volvimentos no campo do virus da febre aftosa.

Toi mostrado em diversos trabalhos (como por exem -
plo Green et al (20) em 1957 e Polatinick e Bachrach (22) em 1960)
que ocorre um decrdscimo na reagdo de oxidag@o e um aumento na gli
célise em culturas de ceélulas normais, e que a infecgdo virica nes
tas células apenas acentua éste cardter. b presente trabalho tem
a finalidade de estudar o metabolismo oxidativo em fatias e mito -
condrias de coracéo de ldparos normais e infectados, os quais néo
apresentam o inconveniente que se verifica em cultura de tecidos ,
qual seja a glicdlise aerdbica aumentada, fato éste que por certo,

nos levam a interpretacgoes duvidosas dos resultados.
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MATERIAL E METODOS

l1- LAPAROS:

Os ldparos de 4 a 12 dias de idade, provenientes do
biotério do Instituto de Biologia e Pesquisas Tecnoldgicas do Esta
do do Parand (I.B.P.T.), foram sacrificados 30 horas apds a ino -
culagdo. Os animais normais tambdm foram sacrificados apds igual

periodo de jejum.

2- VIRUS

Os ldparos foram inoculados com virus da febre afto

sa, tipo "O" Campos, proveniente do Laboratdrio de Virologia do I.

B.P.T., adaptados a coelhos com 98 passagens, via intraperitonial,

com 0,5 ml de suspensao tratada com cloroformio, na concentragdo -

de 1 grama de tecido infecltado para 10 ml de salina tamponada. 0
’

titulo virico médio no musculo cardiaco foi da ordem de DL5016 .

3 - TFATIAS DE TECIDOS:

Os ldparos foram decapitados e o coragdo imediatamen
te removido e lavado em solugdo a 59 de Ringer-fosfato, pH 7,4 ,p0re
parada segundo Krebs e Hanseleit (47) em 1932 e modificado por Bar
ron et al (48) em 1948. Adicionou-se 80 ml da solugdo de Ringer a
20 ml de tampdo fosfato 0,1M pH 7,4. As solugoes foram misturadas

no momento do uso.
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A solugao de Ringer continha 876 ml de NaCl 0,154 M

26 ml de KC1 C,154 M; 10 ml de CaCl2 O, 11 M e 5 ml de MgSO4 -

0,154 M. O tampdao fosfato continha Na . HPO 0.1 M

,HPO, 0,1 M e KH,PO

4
pH 794.

As fatias foram obtidas com o aparelho descrito por

Vianna (49) em 1967 e colocadas em placa de Petri contendo Ringer-

~fosfato a 50 e continuamente aeradas.

4 - MITOCONDRTIAS

a) - Mitocondrias intactas

Os ldparos foram decapitados e o coragdo imediatamen
te removido e lavado em meio‘de extracdo a 5° (Voss et al (50). 0
meio de extragdo continha; Manitcl (0,20M), Sacarose (0,075 M),TRIS
(0,01 M) e ©DTA (0,1 mM) pH 7,4. O coragdo foi cortado em pequenos
fragmentos suspensos nc meio de extragao e homogeneizados em homo -

neneizador de Potter-Elvehjem (51).

O material resultente foi centrifugado a 1.000 x g -
por 10 minutos, para eliminar c€lulas intactas, restos de membrana_
e nucleos. O sobrenadante foi centrifugado a 12.000 x g por 10 mi-
nutos. As mitocondrias sedimentadas foram resuspensas no mesmo wmeio
e centrifugadas duas vézes a 8.000 x g para lavagem. Finalmente fo
ram resuspensas em meio de extracgdo suficientes para uma concentra-

cdo de 6 mg de proteina por ml, dosadas pelo método de Lowry et al

(52).



by - Mitocondrias rompidas

As mitocondrias obtidas pela técnica descrita acima
foram rompidas no homogeneizador Sorvall Omni-Mixer, em banho de

gélo, por 30 segundos a 10.000 revolugoes por minuto.

5- RESPIRACXKO

a) - Fatias de coracgdo

O consumo de oxigénio pelas fatias, foi avaliado re
lo respirometro de Warburg (Umbreit et al (53) em 1949), a 37° com
60 agitacgoes por minutos. O sistema continha fatias de tecidos -
(30 a 60 mg de péso séco (P.S.)); 2,5 ml de Ringer-fosfato; 100
umoles de substrato e 0,15 ml de KOH 20%, que foi colocado no po-
¢o central do frasco de Warburg. Os substratos utilizados foram
Succinato, Isocitrato e a-ceto-glutarato. A determinagdo do péso
séco foi feita mantendo-se as fatias de tecidos colhidas ao fim de

cada experiéncia, em estufa a 100° até péso constante.

b) - Mitocondrias de coracgdo

O consumo de oxigénio pelas ritocondrias foi avalia
do pelo respirometro de Warburg. O sistema continha 0,5 ml de sus
pensdo de mitocondrias, 2,0 ml de meio de reagdo (Voss et al (50)),

100 ymoles de substrato e O,;15 ml KOH 207 que foi colocedo no pPogo
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central do frasco de Warburg. O meio de &eagéo continha, Manitol
(0,025 M)s TRIS (0,01 M); EDTA (0,2mM); KC1 (0,01 M); tamp8o<fos—
fato pH 7,4 (0,005 M).

Os substratos utilizados foram os mesmos que para

fatias. O consumo de oxigénio foi realcionado com mg de proteina

do meio.

6 - TFOSFORILAGCAO OXIDATIVA

A razdo ADP/O foi determinada pelo método de Chance
e Williams (54) em 1955,-utilizando o polardégrafo descrito por Voss
et al (55). O coeficiente de controle respiratdério (RC) foi cal -
culado como razao entre a taxa respiratdria com o ADI%? respiragao
controle apds o ADP ter sidc consumido. O sistcema continha 2,35 -

ml de meio de ' reacdo de mitocondrias; 100 pmoles de substrato ; -

0,1 ml de suspensdo de mitocondria (4 mg de proteina).

T - ATIVIDADE DE NADH-OXIDASE

Particulas submitocondriais com atividade NADH-Oxi-
dade (56), foram preparadas adotando o procedimento descrito por
Danielson et al (57). As mitocondrias foram resuspensas em 55 ?1
de tampdo fosfato (0,003 M) pH 7,5, € tratada por 2 minutos em ba-
nho de gélo, com o homogeneizador Sorvall Omni-Mixer com 24,000 re
volugdes por minuto. As particulas maiéres foram removidas por
centrifugecdo em centrifuga Spinco modélo L, rotor n? 40 a 20,000

x g por 10 minutos. O sobrenadante foi recentrifugado a 105.000 -
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x g por 30 minutos. O sedimento foi resuspenso em tampdo fosfato
0,003 M. pH 7,5. A velocidade de oxidacdo do NADH foi medida no
espectrofotometro modélo BECKMAN DB, a 340 nm, usando o seguinte
sistema: Cubeta de Quartzo de 1 ml contendo 0,8 ml de tampdo-fos
fato:0,003 M pH 7,5; 0,2 ml de NADH 3,3 x 10—4M e 20 pl de enzi
ma NADH-oxidase (aproximadamente 250 ug de proteina). MNediu-se a
velocidade especifica da oxidacgdo do NADH pelo desaparecimento da

densidade odtica (D.0.) em 340 nm.

8 - CONSUMO DE PIRUVATO-PRODUGAO DE ACIDO LATICO

As fatias de coragdo foram incubadas durante 2 ho-
ras no respirbmetro de Warburg a 37° com 50 umoles de piruvato -
mais 50 umoles de malato (58). O filtrato do meio de incubacdo -
foi analisado para piruvato (que restou sem ser consumido), pelo
método de Long (59). As fatias foram homogeneizadas no Potter-El
vehjem e o material resultante foi centrifugado a 1.000 x g. o
sobrenadante foi retirado uma aliquota para dosagem de dcido 1ldti
co pelo método de Baker e Summerson (60). Os valores das dosa -
gens de piruvato e dcido ldtico foram relacionados com o péso sé-

co do homogenato.

Com a finalidade de verificarmos a quantidade de
dcido ldtico produzido apds as 30 horas de inoculagdo, oS cora ,-
goes dos ldparos suspensos na solugdo de Ringer-fosfato foram pi-
cados e homogeneizados no homogeneizador Potter-Elvehjem. O ma -
terial resultante foi centrifugado a 1.000 x g e o extrato obtido
foi dosado para dcido ldtico e relacionado com mg de proteinas do,

extrato.
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RESULTADOS

Tabela I

Dosagem do dcido ldtico em extrato livre de células
de coragido de ldparos normais e infectados com virus da febre af_
tosa apds 30 horas de inoculagdo.

Média de 5 repetigoes

Idparos NormaiSeeoososos 23,57 ug de dc. 1ldtico/mg de proteina.

Idparos Infectados.....: 35,15 pg de dc. ldtico/mg de proteina.

Tapela II

Resultado da incubagdo de fatias de coragdo de ldpa
ros normais e infectados com virus da febre aftosa com piruvato e
dosagem do dcito ldtico formado.

Média de 4 repetigoes

Consumo de Piruvato:

NOTMAiSesesasoessoss 32,56 pug piruvato/mg Péso Séco.

InfectadoSeesoscosot 47,52 ug piruvato/mg Péso Séco.

Acumulagdo de decido 1ldtico:

NOTmaiSeosoo.000t Endégeno 0,65 p g dc. 1dt./mg Péso Séco
2,26 ug dc. 1ldt./mg Péso Séco
InfectadosS.....s: Endégeno 0,72 p g dc. 1dt./mg Péso Séco

2,55 ug dc. 1£t./mg Péso Séco



Tabe la ITT

Fosforilagdo oxidativa medida polarograficamente pe
la razdo ADP/O, em mitocondria de coracdo de ldparos normais e in-

fectados com virus da febre aftosa.

ADP/0
SUBSTRATOS NORMAIS INFECTADOS
ADP/0 RC | ADP/O RC
o-ceto-glutarato [3,3 9,8 | 2,9 9,7
Isocitrato 3,1 3,2 2,9 3,1
Succinato 11,9 5,2 1,9 4,6

Proteina : 4 mg

Tabela IV

ul O, em 60 minutos consumido pelas mitocondrias de

coragdo de ldparos normais e infectados com virusda febre aftosa.

Mitocond.Intactas |Mitocond.Rompidas
SUBSTRATOS
Normais |Infectadas| Normais |Infectadas
Succinato 113,8 167,5 141,0 156,8
Isocitrato 35,5 43,5 18,8 20,0
a-ceto-glutarato 22,5 13,2 14,3 17,3

Proteina : 3 mg



Tabele v

Quadro de variancia do Consumo de oxigénio por mi-

“neordrias de coracghao de ldvaros, analisacfos pelo delineamento -

estatistico faderinl 2 = 4 x 8 (valores T)

a) MITCCONDRI'S NORMAILS

T, Variacgfio Go s Succinato Isocitrato a.cCeto-glutarato

Repeticao 3 - 2710 23,96 3

Tempo ~ ?83 Do b4 &:-3 112
Virus i 277 % 540 %% 293 s
Tempo x G=2p2th, 2L 5. 3003 -
Tempe x Virus 7 1,87 7, 86 1, 7d
Repet.x Virus 3 16, 5y 65 %, 10,06
Resicuo 2L - - -
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Tabela VI

Quadro de variancia do consumo de oxigénio por fa-
tias de coragdao de ldparos, analisados pelo delineamento estatis

tico fatorial 2 x 4 x 8 (valores F).

F.Variagao G.L. Succinato Isocitrato g-ceto-glut. Enddgeno
Repetigdo 3 - 4,13 - 13, 35z
Tempo 7 14,4 0xx 46, 31%x 8,63%%  18,681%
Virus 1 6,94% 4,4 9NS 5, 68% 10, 39%x

Tempo x Repet. 21 - - - -

Tempo x Virus T 1,90 - 1,16 -
Repet.x Virus 3 1,28 11,18xx - 1,56
Residuo 21

% — Significativo ao nivel de 5% de probabilidade

*%

- Significativo ao nivel de 1% de probabilidade
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Figurs 1
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Figura 2
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Pigura 3
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DISCUSSZEO

Conforme se observa na tabela I, 30 horas apds a inoculagao , os
ldparos mostram que ocorre grande acumulacdo de dcido 1ldtico no -
coragao, evidenciando que a infecgdo com o virus aftoso provoca -

um aumento na glicdlise aerdbica "in vivo" no coracdo.

O consumo de oxigénio por fatias de coracdo usando
o piruvato como sustrato, ndo foi superior ao consumo de oxigénio
enddgeno. Porém, conforme mostra a tabela II, as c€lulas in -
fectadas absorveram maior quantidade de piruvato do meio que as
células normais. Analisando o dcido ldtico produzido, verificou-
-se que nfdo haviam diferencas entre as quantidades acumuladas ve-
los tecidos normeis e infectados. Pode-se calcular pelos dados -
desta tabela que somente 5,2% do piruvato absorvido pelas cdlulas
infectadas, produziram dcido 1ldtico. HEstes resultados concordam
ate certo ponto com os observados por Polatinick e Pledger (33) ,
que verificaram que o dcido piruvico ndo era oxidado a 002, néo
acumulava como dcido ldtico, ndo reciclava a intermedidrios glico
liticos, e nfo eram transaminados a alanina. ZE£les verificaram,po
rém, que a infecgdo com virus aftoso em cultura de células de rim
de bovino ndo alterava a absorgdo do piruvato, enguanto no presen
te trabalho verificou-se que, fatias de coragdo de ldparos infec-
tados com virus aftoso absorviam maior quantidade de piruvato que

as fatias provenientes de ldparos normais.

O consumo de oxigénio por fatias de coragfo de 1ld-
paros, conforme mostram a fig. 1, mostrou-se aumentado em fatias
infectadas quando eram usados os substratos do Ciclc de Krebs,Suc

cinato e a-ceto-glutarato. Por sua véz, o isocitrato foi consu-
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mido em igual quantidade para as células normais e infectadas. A
nalizando estatisticamente os dedos obtidos, verifica-se que o au
mento observado € altamente significativo, conforme mostra o qua-

dro de variéncia na tabela VI.

Os resultados de consumo de oxigénio por mitocon -
drias isoladas (fig. 2),mostran que a infécgdo viral provoca um -
aumento no consumo de oxigénio quando se usa o succinato, e isoci
trato como substrato. Usando o a-ceto-glutarato, ocorre uma di-
minuigdo do consumo de oxigénio em mitocondrias de ldparos infec-

tados.

Com a finalidade de observar se o a-ceto-glutara-
to, tinha sua permeabilidade & membrana mitocondrial diminuida co
mo resultado da infecgdo do virus aftoso, a experiéncia foi repe--
tida usando-se mitocondrias rompidas. Como se pode observar na
fig. 3, sem a barreira de permeabilidade, os substratos utiliza -
dos apresentaram um aumento de consumo de oxigénio em mitocondrias
infectadas. As andlises de variancias apresentadas na tabela V -

mostram que estas diferengas sa&o estatisticamente significativas.

Apesar do Ciclo de Krebs ndo ser inteiramente neces
sdrios para a replicag@o viral, conforme assinalaram diversos au-
tores, a infecgdo do virus aftoso em coragdo de ldparos, aumenta
as atividedes das enzimas do Ciclo de Krebs, medidas como taxa de
respiragao. Os substratos assinalados por Pledger e Polatinick -
(43) que foram capazes de manter uma replicagdo viral em culturas
de células, apresentaram um aumento no consumo de oxigénio em li-
sados de mitocondrias, evidenciando suas importancias como combus
tiveisno processo de oxidagao aerdbica, em células hospedeiras do

virus.
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A fosforilagédo oxidativa, medida como razdo ADP/O,
ndo & alterada como resultados da infecgdo viral, conforme mostr
a tabela III. Os valores foram sensivelmente os mesmos para mito
condrias normais e infectadas. A fosfofilagéo oxidativa em mito-
condrias isoladas de c€lulas hospedeiras, foi também estudada por
Golubev et al (61) em fibroblasto de embrifo de galinha. BEles ve
rificaram que a fosforilagdo era aumentada com o virus Mumps e di

minuida com o virus Vaccinia.

A medida da velocidade especifica de reacdo (k) -
(fig. 4) ndo acusa diferengas entre as velocidades de reagdo cata
lizada pela NADH-oxidase de ldparos infectados e normais. Assim,
a cadeia de transporte de eleétrons e fosforilagdo oxidativa parc-—
ce nfo ser afetada pela infeccdo viral em c€lulas de coracio de

ldparos.

CONCLUSOES

1. Verificou-se que apdés a incubagdo com piruvato, as
fatias de coragéo de ldprros normais e infectados com virus da fe
bre aftosa ndo mostrem diferenges entre as guantidades de dcido -

1dtico acumuladas.

2. O consumo de oxigénio por fatias de coragfo de 1d-
paros mostrou-se aumentadc em fatias infectadas quando se usava -
os substratos succinato e a-ceto-glutarato. O consumo de oxigé-
nio quando se usava o isocitrato como substrato nio foi diferente

para as fatias normais e infectadas.
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3. O consumo de oxigénio por mitocondrias isoladas de
coragdo mostrou-se aumentado quando se usava o succinato e isoci-
trato como substrato. ZEste consumo mostrou-se diminuido quando -

se usava 0 Q-ceto-glutarato como substrato.

4. O consumo de oxigénio por mitocondrias rompidas -
proveniente de ldparos infectados, mostrou-se aumentado quando se
utilizava os substratos succinato, isocitrato e a -ceto-glutara -

to.

5. A cadeia de transporte de elétrons e a fosforila -
gdo oxidativa parecem nfo serem afetadas pela infeccdo do virus -

aftoso em mitocondrias de coracdo de ldparos.
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