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INTRODUGAOD

O papel bioldgico da vitamina E tem sido amplamente estudado.
Essa vitamina se loczliza na fragdo lipidica, onde atua como poderoso
anti-oxidante (@) e fornece estabilidade para membranas contendo &cidos
graxos poli-insaturados (8). Além disso, parece atuar como agente regulador
no metabolismo intermedidrio {13).

Deficiéncia em vitamina E produz alta taxa de respiragdo em mis-
culo esquelético, em distrofia muscular nutricional (5) e desacopla a fosfori-
lagdo oxidativa em homogeneizado muscular. Segundo Quintanitha et alii
(12), mitochndrias de madsculo e ffgado de rato exibem aumento em lipo-
peroxidacdo, diminuicdo no potencial elétrico transmembrana, decréscimo
no acoplamento fosforilativo e baixas velocidades de transporte de elétrons,
guande comparados com mitocdndrias controle.

Em trabalho anteriur, analisamos o timo de rato em caréncia de vita-
mina E, através de microscopia 6tica e eletrdnica e o contetdo de citocro-
mos em mitocdndrias isoladas de ratos normais e carentes em vitamina
E {6). No presente trabalho analisamos a atividade de algumas enzimas de
mitochndrias isoladas de timo de ratos normais e carentes em vitamina E
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bem como a andlise morfo-histolégica e histoquimica das gldndulas de timo
desses animais.
Parte desse trabalho foi apresentado em Congresso (15).

MATERIAL E METODOS

Vinte e seis ratos normais e vinte e seis ratos tratados com dieta caren-
te de vitamina E, como descrito anteriormente {6), foram sacrificados e as
glandulas de timo isoladas e colocadas em meio de extragiio gelado (18). As
mitocondrias foram iscladas (6) e a concentragio protéica foi determinada
pelo método de LOWRY et afii (7).

O ensaio da atividade da enzima NADH desidrogenase foi realizado pe-
lo método de SOTTOCASA et alif (16). O sistema de reagdo continha: 50
mM tampdo fosfato, pH 7,5, 1 mM cianeto de potéssio, 0,2 mM NADH, 80
~g proteina mitocondrial, 0,2 a 0,6 mM ferricianeto de potéssic. Volume fi-
nal, 1,0 ml. A redugdc do ferricianeto foi monitorada a 420 nm, em espec-
trofotémetro Beckman DB, USA. As mitocdndrias foram congeladas duran-
te 1 h a — 180 e descongelados antes do uso. A atividade enzimdtica foi ob-
tida por extrapolagdo para concentragdo infinita de ferricianeto.

O ensaio da atividade da NADH oxidase (10) foi realizado com mito-
condrias rompidas por congelamento. O sistema de incubagdo continha: 50
mM tampdo fosfato, pH 7,3, 0,2 ma NADH, 400 jg protefna mitocondrial.
Volume final 1,0 ml. A oxidagdo do NADH foi monitorada a 340 nm,

O ensaio da atividade de succinato desidrogenase foi realizado como
descrito por DOUCE et afif {1). O sistena de incubac¢o continha:; 500 mM
de tampdo fosfato, pH 7,3, 50 uM citocromo ¢, 0,3 mM cianeto de potéssio,
30 mM succinato, 350 ug proteina mitocondrial. As mitocdndrias foram
rompidas por congelamento e pré-aquecida a 300, A redugfo do citocromo
¢ foi monitorada a 550 nm.

O ensaio da atividade da malato desidrogenase foi monitorado confor-
me a técnica descrita por DOUCE et alii {1). O sistema de incubagdo conti-
nha: 0,1 M tampéo glicina-NaOH, pH 10,0, 2,5 mM NADT, 90 1M malato
de potdssio e 100 uy de proteina mitocondrial. As mitocéndrias foram
rompidas por congelamento.

A atividade da ATPase foi monitorado em mitocdndrias intactas, pelo
método de PERRY & GREY (11). O sistema de incubagdo continha: 12,5
miM tampao tris-HCl, pH 7,4, 50 mM sacarcse, 3 mM cloreto de magnésio, 3
mM ATP, 0,2 mg de mitocOndrias intactas. Tempo de incubagdo, 4 min. Vo-
jume final Tml. A reagfo foi iniciada pela adig8o da enzima e terminada pela
adicdo de 0,2 ml de 4cido tricioroacético a 10%. A solugdo foi centrifugada
a 10.000 x gdurante 15 min. O socbrenadante foi ensaiado para fésforo inor-
gdnico, pelo método de SUMNER (17}).

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Muita atencdo tem sido dada, nos Gitimos anos, ao fato de que a



vitamina E protege as organelas subeelulares, particularmente as mitocén-
drias. O conceito de que a vitamina E funciona como protetor de compo-
nentes lipfdicos oxiddveis tornou-se bastante aceitdvel e serve para explicar
as alteragBes histoldgicas que aparecem durante a deficiéncia em vitamina E.
A importéncia fisioldgica da vitamina E em proteger a membrana interna mi-
tocondrial estd relacionada a sua capacidade antioxidante, bem como a pro-
priedade de estabilizante estrutural, de vez gue a lipoperoxidacéo altera a es-
trutura e permeabilidade da membrana mitocondrial (2).

A andlise histoquimica e histolégica das gidndulas de timo de ratos

normais e deficiéntes em vitamina E apresentaram os seguintes resuitados:
1 — Grupo normal. Aparéncia histoldgica normal. Os corpdsculos timicos
{corplisculos de Hassall) apresentaram reacdo positiva para colesterol (3)
e tocoferol (4}, mas negativa para vitamina D, o que constitui resultado
normal para o timo de rato.
2 - Grupo carente de vitamina E, Histologicamente, o timo apresentou
seus I6bulos com atrofia relativa da cortical e hipertrofia da medular, onde
as células reticulares se apresentaram em maior nimero e com menor ten-
déncia em .2 transformarem em células queratinizadas. Por esse motivo, o
namere de sorplsculos tfmicos foi menor gue no timo de animais controle.
Histequimicamente, os corplsculos tfmicos ndo apresentam reagdo positiva
para tocoferol. No entanto, a reagdo para colesterol é positiva, embora a
intensidade seja aparentemente menor, em comparagdo com os corpisculos
t{micos dos animais controle.

Ensaios enzimédticos realizados com mitocéndrias isofadas de timo de
ratos normais e carentes de vitamina E estdo representados na Tabela |,

TABELA |

Atividades de Enzimas Mitocondriais de Timo
de Ratos Normais e Deficientes em Vitamina E.

Atividade especifica

Enzima normal deficiente
ATPase’ 0,74 0,68
NADH desidrogenase? 1,24 0,62
NADH oxidase? 12,37 7,60
Succinato desidrogenase? 3,87 6,35
Malato desidrogenase® 0,37 0,62

A atividade especffica foi expressa em: 1 - umoles Pi/min/mg. 2 - umoles
NADH/min/mg. 3 - nmotes NADT/min/mg. 4 - nmoles citocromo ¢/min/mg.
5 - umoles NADH/min/mg.
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Esses resultados indicam que, exceto a ATPase, as enzimas analisadas
apresentaram nfveis de atividades diferentes em fungdo da dieta ministrada
aos ratos, Das enzimas analisadas, a suceinato desidrogenase e malato desi-
drogenase indicam niveis de atividade especifica maiores em animais defi-
cientes que em ratos normais. Esses resultados ndo confirmam os resultados
de Quintanitha et alif {12} que observaram decréscimos nos nrveis de tatén-
cia de enzimas celulares, acompanhando a deficiéncia em vitamina E.

A atividade especffica da ATPase, em mitocdndrias de timo normal
apresenta valores mais altos que os obtidos em mitocdndrias de figado
normal, ao passo gue todas as outras enzimas analisadas apresentam ativi-
dades especificas menores que as das enzimas ensaiadas em mitocdndrias de
ffgado normal {14}.

Das enzimas analisadas, apenas a malato desidrogenase é enzima so-
IGvel. A diferenga na atividade especffica entre normal e deficiente é pouco
expressiva. As restantes sdo enzimas particuladas, associadas ao ambiente
lipfdico da membrana interna mitocondrial. Observa-se na tabela | que as
enzimas NADH desidrogenase e NADH. oxidase tem maior atividade em
mitocdHndrias normais que em deficientes. O aumento na atividade dessas
enzimas foi também observado em mitoctndrias de figado de rato {14)
quando a estrutura mitocondrial era preservada. A enzima succinato desidro-
genase também é bastante sensivel a alteragGes da membrana mitocondrial
{14), porém respostas opostas foram observadas entre amostras normais e
deficientes em mitocondrias de misculo e frgado (12},

RESUMO

Foram ensaiadas as atividades de algumas enzimas de mitocéndrias de
timo de ratos Wistar, tratados em dietas cldssicas normais e carentes em vita-
mina E. Os resultados obtidos, expressos em atividades especificas, respecti-
vamente para ratos normais e carentes, foram os seguintes: ATPase, 0,74 e
0,68 umoles Pi/mg/min. NADH desidrogenase, 1,24 e 0,62 imoles NADH/
mg/min. NADH oxidase, 12,37 e 7,60 nmoles NAD/mg/min. Succinato desi-
drogenase, 3,86 e 6,35 nmoles cit, ¢/mg/min. Malato desidrogenase, 0,37 e
0,52 umoles NADH/mg/min. Esses resultados indicam que, exceto a ATPa-
se, as enzimas analisadas apresentam niveis de atividades diferentes em fun-
¢do da dieta ministrada aes ratos, A andlise morfo-histoldgica e histoquimica
realizada em timo de ratos carentes, indicam uma diminui¢do do tamanho
de células reticulares da medula, bem como auséncia de vitamina E nos cor-
pasculas de Hassall.

PALAVRAS CHAVE: timo, vitamina E, enzimas mitocondriais.
SUMMARY
Mitochondria were isolated from the thymus of rats, normal and de-

ficient in vitamine E, and the activities of a number of component enzyme
were assayed. The results obtained, in terms of specific activities, respective-



ly for normal and deficient rats, were as follows: ATPase: 0,74 and 0,68
Kmoles Pifmg/min; NADH dehydrogenase: 1.24 and 0.62 pmoles Pi/mg/
min; NADH oxidase: 12,37 and 7.60 nmoles NAD/mg/min; succinate dehy-
drogenase: 3.86 and 6.35 nmoles cyt. ¢/mg/min; malate dehydrogenase:
0.37 and 0.52 umoles/mg/min. These results indicated that, except for
ATPase, the assayed enzymes have different levels of activity depending

on the diet. The morpho-histological and histochemical analyses carried
out on thymuses of rat deficient in vitamin E, indicated a decrease in the

size of medullar reticulate cells and an absence of vitamin E in Hassall
corpuscle.

KEY WORDS: thymus, vitamin E, mitochondrial enzymes.
RESUME

L'activité de quelgues enzymes mitochondriales du thyMmus de rats
Wistar, soumis soit & une diéte classique, soit 4 une didte avec défict en
vitamine E, a été étudide. Les résultats obtenus sont exprimés en activité
spécifique des enzymes, pour le groupe recevant une diéte normale et
pour les animaux soumis 3 un état de carence. Ces rds sultats sont les sui-
vants; ATPase 0,74 et 0,68 pmoles Pi/mg/min.,, NADH deshydrogenase
1,24 et 0,62 umoles NADH/mg/min,, NADH oxydase 12,37 et 7,60 nmoles
NAD/mg/min,, deshydrogenase du succinate 3,86 et 6,35 nmotles cit.
¢/mg/min., deshydrogenase du malate 0,37 et 0,52 umoles NADH/mg/min.
Sauf dans le cas de I’ATPase, les enzymes étudides ont présenté des ni-
veaux dactivité variables suivant la didte a laguelle fes rats étaient soumis,
L'analyse morpho-histologique et histechimique du thymus des rats soumis
3 une diéte avec défict en vitamine E montre que les cellules réticulaires de
cules de Hassall des animaux soumis a carence de vitamine E.

MOTS CLES: thymus, vitamine E, enzymes des mitochondries.
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