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I - INTRODUÇÃO

O metabolismo oxidativo dos ácidos orgânicos do 

ciclo de Krebs é um problema que vem despertando o interesse de 

inúmeros investigadores, A ocorrência de algumas reações em te-

cidos musculares vem sendo estudado desde 1 9 1 1, quando Battelli 

e Stam (l) demonstraram a oxidação do citrato, succinato, fuma- 

rato e malato em músculo de ra. Alguns anos mais tarde Martins 

e Knoop (2) revelaram o mecanismo da conversão do citrato em suc 

cinato,

0 estímulo respiratório com adição de catali-

zadores foi primeiramente observado por Szent-Gyflrgyi (3) em 

1935 e definitivamente comprovado por Stare e Baumann (4 ) e Stare 

(5h

Em 1 9 3 6, Stare (5 ) realizou estudos químicos e 

manométricos do efeito do fumarato na respiração de tecidos re-

nal e hepático, verificando que o fumarato produzia aumento no 

consumo de 0  ̂por esses tecidos, enquanto o malonato inibia a 

respiraçao normal. Entretanto, a adiçao de quantidade adequada de 

fumarato revertia a inibição provocada por malonato, Estes resul-

tados foram confirmados por Krebs e Eggleston (6) alguns anos 

mais tarde, utilizando fatias de musculo do peito de pombo.

Por estimações químicas quantitativas foi de-

monstrado que 0 fumarato adicionado ao tecido renal e hepático é 

oxidado para oxaloacetato. Do mesmo modo o ácido oxalo acético a-



dicionado a esses tecidos é reduzido, o que foi indicado pelo rá 

pido desaparecimento do mesmo e o aparecimento simultâneo da mes-

ma quantidaae de fumarato-malato em mistura equilibrada. Dstes 

fatos sugerem que a teoria da catálise fumárica da respiração es-

tabelecida por Szent-Gyttrgyi et al (7 ), para tecido muscular é 

também aplicada para todido hepático e renal.

lambem Innes (8 ) no mesmo ano verificou que o 

consumo extra de 02 por fatias de másculo, quando o ácido fumá- 

rico era acrescentado,era responsável nela oxidação do fumarato.

Em conccntraçaes equivalentes o fumarato parece ser oxidado em 

preferencia ao ácid.o lático. Os resultados sugerem que sob essas 

condiçocs o fumarato ora usad> como substrato para respiração e 

nao para a oxidaçao catalítica de outros substratos, como suge-

riu Szcnt=Gytirgyi.

Ainda em 1 9 3 6, Krebs (9) descreveu o sistema

que cataliza a oxidaçao do ácido P—hidroxibutírico a acéto—acé-

tico e a formaçao do ácido succínico a partir do pirmvico, via 

oxido-reduçao anacrobica,

Krebs e Johnson (1 0) em 1937? estabeleceram defi 

nitivamente a existencia do ciclo dos ácidos Tri Carboxílicos em 

animais, plantas e microrganismos. Contudo as ̂ investigações não 

pararam aí e os estudos tiveram prosseguimento em diferentes ór-

gãos ou tecidos.

Krebs e Cobreu (ll), trabalhando com fatias de

cortex renal e musculo cardíaco, verificaram que os sais de amónio



Esta reaçao g provavelmente uma etapa na se-

quência oxidativa normal do a-ceto ou daquelas substâncias que 

dao a-cetoglutarato.

Ein 1945, Br.ousch (1 2) descobriu a citrogcnase 

catalisando a formaçao do ácido cítrico para ácido oxálico e á~ 

cicios praxos« De acordo com o mecanismo proposto, os ácidos gra— 

xos e ácido oxalo acético condensar-se-iam para formar um compos, 

to intermediário, que sofreria hidrólise para formar o ácido cí-

trico e iv: acido graxo, com perda do dois átomos dc carbono» Os 

carbonos removidos de ácido graxo apareceriam no ácido cítrico 

e seriam netaboiizados cm C02 e DpOj via ácido cítrico ou ciclo 

dos ácidos tri carboxílicos. 0 ácido oxalo-acético seria regene-

rado e o processo repetido tao frequentemente quanto ocorresse a 

p-oxidaçao dos ácidos graxos»

Independentemente, Wicland e R senthal (1 3 ), pu-

blicaram descoberta semelhante à de Breuscli com respeito ao áci-

do oxaloacetico e liartius (1-4 ) confirmou parcialmente àquelas d cs 

cobertas» Entretanto Weil~í!alharbo, Krebs e Eggleston (1 5) infor-

maram nao terem encontrado evidencia da existeneia da citrogena— 

se metabolizando ácido acoto-acetico» As observaçoos da formaçao 

do ácido cítrico do ácido aceto-acctico o do oxalo acético para o 

tecido renal, foram confirmados»

2 a-cG to glu tara to + N H ^ ------ -— as- glutamato + succinato + C02

Cutting, Ilargcry e Cance (l6) em 1946 realizaram
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estudos metabólicos cm fatias de rim de suíno, ac gato o em em-

briões humanos levando em consideraçac o gasto do 0 das 'fatias 

de rim mu relaçao a idade do animal (recém-nascido e adulto),

Ching Tseng Teng (17) em 1954 estudou o meta-

bolismo do glicerol e piruveto em fatias de fígado de rato, em 

condiçoes aeróbicas; ao mesmo tempo Ealand e Young (lo), descre-

veram algumas observações metabólicas de células dc fígado iso-

ladas, tendo comprovado que independentemente do método de pre-

paração, as céluias de fígado (tanto fatias, como suspensões), 

apresentavam QC>2 igual em succinato.

Trabalhando cora cortex renal de mamíferos, IIudge? 

Wuttman e Davies (15) constataram que o acúmulo intratissular de

?" ~ * - 4*íons K e expulsão de íons Ma era estreitamente dependente de

uma intensidade respiratória normal; sondo o rim um tecido ele-

tricamente nao excitável, realizaram estudos da distribuição de 

eletrólitos em funçao do QO2, utilizando-se fatias de córtex re-

nal de cobaia, afim de comparar os resultados aos obtiaos dos 

tecidos excitáveis (cortex cerebral, retina),

Rochman et al (20) verificaram que fatias de 

rim de rato conservadas por o horas à 4°C consumiam oxigênio 

com velocidade semelhante às fatias obtidas imcd.iatamcnte apos 

o sacrifício dos animais. Entretanto, o consumo de oxigênio 

caía 22 e 32# respectivamente, após 12 ou 24 horas de conser-

vação das fatias à 4°C, As experiências manométricas foram rea-

lizadas à 38°C,



As experiências respirométricas realizadas por 

William et al (21) com honogenado de cortical de rim, adiciona-

do de Kg e ATP, à 37°G por período de 45 minuto,s, mostraram maior 

oxidaçao para succinato, fumarato c citrato, sendo inferior quan-

do os substratos eram a-cetoglutarato e malato,

Vianna e Brandao (2 2) verificando o efeito de fe- 

notiazínicos e de anti histamínicos nao fenotiasínicos na respi-

ração de tecido renal, utilizando respiromètre de Y/arburg, obti-

veram Q02, na ausência das drogas citadas, para o endógeno em 

torno de 8,81, para a-cetoglutarato 8 , 7 3 e succinato 1 2,1 2.

0 presente trabalho apresenta os resultados do 

estudo do consumo dc oxigênio para a utilizaçao do alguns subs-

tratos do ciclo de Krebs em fatias de rin de suíno normal. Foi 

feito um estudo comparativo entre as camadas medulai’ e cortical 

de rim.
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O material foi colotaclo no frigorífico 

Catei, Suínos machos com poso médio entro 90 e 110 Kg,, com 

10 a 12 meses de idade, foram sacrificados por porfuraçao 

cardíaca, entre 7 e 9 horas da manha. Os rins foram retira-

dos c imediatamente colocados cm Ringor-fosfato com tempe-

ratura em torno do 0°C, Transportado ao laboratório, o mate-

rial foi transferido para um copo contendo Ringor-fosfato, 

parcialmc-ntc imerso em gelo pilado, afim de manter a tempe-

ratura baixa, o foram rigorosamente separadas as camadas 

cortical e modular de cada rim, Para cada experiência foram 

empregados dois rins de um mesmo animal, 0 material foi rc- 

geitado sempre que apresentou qualquer indício de anormali-

dade.

As fatias de tecido foram obtidas com o 

aparelho descrito por Vianna (2 3), possibilitando a obten-

ção de material homogêneo, com espessura inferior a lmm.As 

fatias de cortical o modular foram colocadas isol damente cm 

placas de Petri, contendo Ringor-fosfato, cm iperfície de 

gêlo e continuamente aeradas.

Reativos; 0 Ringor-fosfato foi preparado do acordo com Krebs 

o Hansoleit (24-) segundo a modificação do Barron et al .(25), 

adicionando~sc a 80 mi da solução de Ringer, 20 ml do solu-

ção tampão fosfato, pH 7,48 de Sõronsen,

A solução de Ringer continha 876 ml de

—6—

II - MATERIAL E MÉTODOS



NaCl 0,154 Mj 26ml de KOI 0,154 Mj 10 ml de CaCl 0,111.1 e 5ml de

S04 0,154M.

0 tampao fosfato continha Na2H PO^ 0 , 1 M e

H2I{:P04 °*1M em Proporções suficientes para oferecer pil de 7 ,43.0  

pp- foi Qotcrminado antes do cada oxpericncia, usando—sc potenci-

ono tro 3eckman, modelo Zeronatic II» A solução do Einger e o 

tampao fosfato forara misturadas no momento do uso.

0 consumo de oxigênio por fatias, foi avaliado 

pela técnica clássica de Varburg. 0 sistema continha fatias do 

tecidos j 2 ,5 a 2 , 7 ml de Ringer-fosfatoj 10 {imoles de substrato 

e 0,15 ml de KOH a 20fof que foi colocado no poço central do fras-

co de Warburg, acrescentado de uma tira de papel de filtro» Os 

substratos utilizados foram; citrato, isocitrato, malato, fumara- 

to, piruvato, succinato, u-ceto-glutarato e cis-aconitato.

A determinação do peso sêco foi feita mantendo- 

se as fatias de tecido, colhidas ao fim de cada experiência, em 

estufa a 100°C, até pêso constante.

Os produtos químicos usados neste trabalho eram 

todos pré-análise*

Com os dados originais foi feita uma análise de 

Variancia seguindo o esquema fatorial 9 x 2 x 4.
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A tabela I mostra os lados relativos a 

consumo de oxigênio expresso en pl do Og "por mg, de peso soco 

de fatias dc cortical de rim, usando^se 10 pmoles de substrato 

por frasco. Os dados numéricos dessa tabela correspondem as né-

dias de dezessete (17) repetições.

TADELA I

Consumo de oxigênio por fatias do cortical 

de rim. (pl de O^/mg de peso seco).

III - RESULTADOS

Substratos 30' 60’ | 90’1
120 1

Endógeno 2,66 4,51j 6,12 3,13
Citrato  ̂2,67 4,78 |6,70 8,54
Isocitrato 2,42 4,38 |6,42 8,12

ï ial ato 2,51 4,88 j7,05 8,97

Fumarato' 2,61 2,71 |6, 7lj'8,85

Piruvato 2,15 3,92 !5 , 79 7,54

Succinato 4,43 6,90 19,16 1 1 ,0 9

d-cetoglutarato 2,87 5,25|7,59 9,71

Cis-aconitato 2,26 5,66 |6,21 7,74

Sistema : fatias de cortical de rim em 2,5 ml de Ringer-fos- 
fato pH 7,48» 0,2 ml de solução coiatendo 10 (imoles 
de substrato 5 0,15 ml de KOH a 20%. Volume final = 
2,35, ajustado quando necessário com Ringer-fosfa- 
to. Temperatura 3 7°C. Agitações: 100 p.m. Rase ga-
sosa;- Ar atmosférico.
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A tabela II mostra consumo de oxigênio expres-

so em pl de 0^ por mg de peso seco de fatias da camada medular 

de rim. Os dados numéricos correspondem às mídias de dezessete 

(17) repetições.

TABELA II

Consumo de oxigênio por fatias de medular 

de rim. (pl de C^/mg de peso seco)

Substratos 30{ 60* 90* 1209 |

Endógeno 1,67 2,92 4,48 5,91 |
Citrato 1,45 2,53 4,10 5,46 |
Isocitrato 1,51 2,79 4,24 5,47 j
Malato 1,40 3,13 4,97 6,65 |
Fumarato 1,44 2,88 4,34 5,72 !
Piruvato 1,32 2,92 4,31 5,71- I
Succinato 4,22 7,60 9,89 11,90 |

oc-cetogluta
rato

1,50 3,37 5,04 6,75 |

Cis-aconitato 1,42 2,75 4,33 5,82 i

Sistema: fatias de medular de rim em 2,5ml de Einger-fosfato, 
pH 7,4o> 0,2 ml de solução contendo 10 [imoles de su-
bstrato 5 0 ,1 5 ml de solução KHO a 20$. Volume final= 
2,85 ml, ajustado quando necessário com Ringer-fosfa
to. Temperatura = 37°C, Agitações = 100 por minuto. 
Fase gasosa: ar atmosférico.



FIGURA I

A figura I mostra consumo do oxigênio expre 

so em |il de 0^ por mg de peso seco dc tecido cortieal. Os 

valores correspondem aos dados da tabela I ;  para os seguin-

tes substratos: «-cetoglutarato, malato, succinato e endógjç 

no.

FIGURA I

Tempo em minutos

Sistema; Idêntico ao da tabela I,



•A figura II mostra consumo de oxigênio expres-

so em |il de 0^ por mg de pêso de tecido medular. Os valores cor 

respondem aos dados da tabela II, para os seguintes substratos; 

a-cetoglutarato, malato, suceinato e endogeno.

FIGURA II

FIGURA 2

Tempo em minutos

Sistema; Idêntico ao da tabela II.
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Com os ciados da tabela I ;e II foi feita 

uma análise de Variância, seguindo o esquema fatorial 9 X 2 X 4; 

cujos resultados constam na tabola III,

TABELA III.

Análise da Variância

Causas da variaçao
/ 4

G.L. S.Q. Q.M. P.

Substratos (S) 8 94,19 11,77 107,00 **

Camadas (C) 1 45,92 45,92 417,45

Tempos (T) 3 289,28 96,43 876,64

Interaçao S X C 8 11,37 1,42 12,91 --

Interaçao S X T 24 6,73 0,28 2,55 ■/('

Interaçao C X T 3 3,02 1,01 9,18 Í£ÍÍ

Resíduo (SxCxT) 24 2,59 0,11

T o t a l 71 453,11

%£ - Significativo ao nível de Vfo de probabilidade, 

£ - Significativo ao nível de 5Í° de probabilidade.
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As médias dos substratos afetados de um er-

ro padrao da media, S (m) = 0,12 QOp foram:

Citrato, .

Isocitrato,
é 4 s / *

Malato..............

Fumarato,,,««,,,oo,. 

Endógeno    ......

4,53

4,42

4,94

4,58

4,55

Succ inato « , < > , « 0 8,15 

a-cctoglutarato,...... 5,26
/ < - 4 t t

Cis-acomta oO., o o o o««<>4,52 

P i r u v a t o . . . o . ««4,21

A diferença mínima significativa, calcula-

da pelo método de Tuckoy ao nível de 1$ de probabilidade 

foi A= 0,68,

As medias das camadas, ambas afetadas do 

um erro padrao da media s (m) = 0,55 QOp foram:
4 i i ’ , 4 . 4 4 4 4 4 4  i 4 >>*

Cortieal, ...........  5,82 üc dular .o.»..«»...... 4,22
A diferença mínima significativa, calculada 

polo método de Tuckoy ao nível de 1$ do probabilidade foi 

A = 0,22.

As medias de tempos, todas afetadas de um 

erro padrão da media s (m) = 0,78 Q02 foram:

5,97

7,64

90

60......   4,22 120

A diferença mínima significativa, calculada 

pelo método de Tuckcy, ao nível de 1$ de probabilidade foi 

A = 0,38. 0 coeficiente do variação foi C.V» = 6,60$.
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Os dados rospirométricos das preparações 

do rim confirmaram os efeitos anteriormente registrados por 

Rochman et al (20) de que não havia alteraçao na velocidade 

do consumo de oxigênio, podendo o material ser mantido ate 

6 horas a 4°C<, Os resultados obtidos com material rocém-colhido 

e após 5 horas, mantido a 0°C c aorado, foram aproximadamente 

os mesmos,

TABELA IV

-14-

IV - DISCUSSÃO

recém colhido • 5 hrs.após a coleta 

Substratos 30* 60® 90* 120 f 30 * 60* 90* 120*

Endógeno 3,12 5,72 7,89 9,92 3,50 5,20 6,90 8,40

Glutarat0 3,04 6,08 9,12 1 1 , 2 8 3,36 7,75 8,59 10,84

Malato 2,85 5,58 8,23 1 0 ,2 0 2,94 5,26 7,32 9,10

Succinato 6 ,6 3 11,78 14,21 1 6 ,5 2 8 ,0 0 12,3? 15,52 17,76

Com os dados da tabela IV, expressos em

QO2 , foi feita uma analise estatística.
As médias das'Determinações, afetadas de um

Êrro padrão da media s (m) = 0 , 1 1 Q0 2 foram:

5 h, após a coleta = 8,30 - Recém colhido = 8,26,

Conclue-sc que nço há diferença significativa entre as médias
/W

do determinações.



Trabalbando com rim dc rato, cortical e mo-

dular indiscriminadamente, Vianna e Bradao (22) encontra-

ram valores para succinato c endógeno que correspondem a 

aproximadamente o do"bro do valor encontrado neste trabalho, 

quando se empregava cortical.

Os dados apresentados na Tabela I mostram
/

que fatias da camada cortical apresentam oxidaçao superi-

or à camada medular (Tabela II), com oxcessao do succinato, 

cuja velocidade do consumo de 02 da camada medular 6 mais

elevado que o da cortical, principalmente levando-se em con-
/

sideraçao o endógeno mais baixo» Estatisticamente essas di-

ferenças sao sensíveis ao nível 1 estando ambas as cama-

das afetadas dc um erro padrao da módia igual a Oy55 de 

Q02.

A cortical mantóm um acréscimo de mais ou 

menos 2,0 de q02 Gm cada 30 minutos, enquanto que a medular 

mantóm um acróscimo dc mais ou monos 1*5* sondo a probabili-

dade para a interação substratos x tempo significativa ao 

nível dc 5<fo c camada x tempo ao nível de 1$. (Tabela III).

A oxidaçao do succinato, do ot,—ectoglutarato 

e do malato ó significativa ao nível dc 1$, diferindo da o- 

xidaçao dos demais substratos do ciclo dos acidos tri—caroo— 

xílicos, que apresentam um Q02 cm tomo do endógeno. Êstcs 

resultados confirmam os obtidos por William ot al (21) que

- 15-
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traTgalhando com homogenado do cortical de rim de cobaia ob-

tiveram consumo de oxigênio bastante elevado em rolaçao a 

esses mesmos substratos. Empregando piruvato, ossos autores 

encontraram uma taxa cm 0^ bastante baixa, que está de acordo 

com àquela do presente trabalho. Os autores citados obtiveram 

consumo de oxigênio quando utilizavam fumarato e citrato como 

substratos, o que nao foi confirmado neste trabalho,

33 interessante no-tar que os valores corres! 

pondentes ao citrato, isocitrato, fumarato, piruvato c cis-a- 

conitato sao semelhantes ao endógeno.



1 - Os efeitos foram significativos ao ní- 

V®1 de 1$ dc probabilidade para camadas, tempos e para as 

interações duplas de substratos x camadas, camadas x tempos e 

ao nível de 5$ de probabilidade para a interação substratos x 

tempos.

2 - As medias dc consumo de oxigênio para 

oxidar succinato e a-cctoglutarato diferem significativamente 

da média do' endógeno.

3 - A média do succinato difere da do mala- 

to, as quais diferem das demais médias, porém a do a-cctoglu-

tarato nao difere da do malato.

4 - 0  consumo de oxigênio por fatias de 

medular e cortieal de rim de suino diferem 'significativamente 

entre sí. gabolas I c II).

5 - Todas as médias relativas aos tempos, 

diferem significativamente entre sí.

6 - Estatisticamente nao há diferença en-

tre a velocidade dc consumo de oxigênio entre o material recém
r  0  ~colhido c apos 5 horas mantido a 0 C com acraçao.

- 17-

V - CONCLUSÕES



Foi determinado o consumo de 02 por fatias de 

tecidos das camadas modular c cortical de rim de suino, fren 

te a diversos intermediários do ciclo dos acidos tricarboxili- 

cos.

Os resultados obtidos, foram analizados esta-

tisticamente.
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