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I - INTRODUGAO

0 metabolismo oxidativo dos £cidos orginicos do
ciclo de Krebs é um problema que ven desvmertando o interésse de
indmeros investizadores, 4 ocorrdncia dc algunas reagSGS enn te-
cidos musculares vem sendo estudado desdo 1911, guando Battelli
e Starn (1) Gemonstraram a oxidacao de citrato, succinato, fuma-
rato e malato ew misculo de ra. Alguns anos mais tarde Martins
e Knoop (2) revelaram o mecanismo da conversao de citrato em suc
cinato,

O estimulo respiratdrio com adigao de catali-
zadores foi primeiramcnte observado nor Szent-Gy¥rgyi (3) em
1935 e definitivamente comprovado mor Stare e Baumann (4) e Stare
I

Em 1936, Stare (5) rcalizou estudos guimicos e
manométricos do efeito do fumarato na respiragao e tecidos re-
nal e hepéfico, verificando gue o fumarato »roduzia aumento no
consuwo de 02 por &sses tecidos, enquanto o malonato inibia a
respiraggo normal, Entretanto, a adiggo de quanticadc adequada de
fumarato revertia a inibiggo provocada »or malonato., Estes resul-
tados foram confirmados por Xrebs e Eggleston (6) alguns anos
mais tarde, utilizando fatias de mﬁsoulo do peito de pombo.

Por estimagaes quimicas quantitativas foi dec-.
monstrado que o fumarato adicionado ao tecidec renal e hendtico &

oxidado para oxaloacetato, Do mesmo modo o dcido oxalo acédtico a-—
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dicionado a ésses tecidos & reduzido, o que foi indicado pelo rd
pido dezanaredmento do mesmo e o aparccimento simultaneo da mes-
na quanticade dc fumarato-malato em mistura cguilibrada, Zstes
fatos sugerem que a tedrfa da catdlise fumdries da resyiracao es-
tabelecida por Szent-Gy8rgyi et al (7), para tecido muscular e
também aplicada nara tedido hendtico e renal,

Tembén Inncs (8) no mesmo ano verificou cue o
consumo extra de O, por fatias de msculo, auando o decido fumé-
rico era acrescentado, efaresponsdvel Hela oxidagao do fumarato,
L conccntragaes equivalentes o fumarato —arece ser oxicdado em
vreferéncia ao deido 144ico. Os resultados sugereﬁ‘que sob cssas
comdiggos 0 fumarato cra usad> couwo substrato hmara resyiracao e
nao para a oxidagao catalitica de outros substratos, comodo suge-
rin Szent=Gy8rgyi.

Ainda ew 1636, Krebs (9) @escreveu o sistena
que cataliza a oxidagao do JScido B-hidroxibutirico a acdto—acé_
tico e a formacao do 4cido succinico a partir do pirdvico, via
éxido-reducao anacrdhica,

Krebs e Johnson (10) em 1937, estabelecoram def
nitivanente a existlneia do ciclo dos decidos Tri Carboxilicos em
animais, plantas e wmicrorzanismos. Qontudo as\investi;agges nao

’

pararam ai e os cstudos tiveran prossesuiniento em diferentes Jdr--

Zaos ou tecidos,

Krebs e Cobreu (11), travalhando com fatias de

cértex renal e misculo cardfaco, verificaram que os sais de ambnio

O]

aumentavam cataliticamento taxa do oxidacgao de a-cectoglutarato.
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2 a-cctoglutarato + NH3 e e e S gihtamato + succinato + 002

~

V4 \
Esta reagao & »rovavelmonte uma etana na So-

~ . . A ks - Lo .
quenzis oxicativa normal do a-ceto ou daguelas substincias que

ot}
==

Em 1945, Breusch (12) descobriu a citrogcnase

catalizando a formacao do Zcido citrico vara dcido oxdlicy e 4~

r . - < .
X0s e acice oxalo a':é'GlCO concensar-se~-1am para formar um compos

que sofreria hidrdlize wara Formar o Zcido ci-

-

trico e w: fcido graxo, con perda do dois 4tomos dc carbono., Os

e seriam nztabolizadoe on 092 e H20

-

dos dcidos tri carboxflicos, O dcido oxalo-acéticrs soria rezene-—

rado e o processo renetido tao fregquentemonte guanto ocorresgse a

~
-

B-oxidagao cos dcidos graxos.,

Independentemente, Wicland e R wsenthal (13). »nu--
E x "9 ?

7

= et s 1 XA o 1 ey S :
ticaran dcescobverta semeclhante a dec ISreusch con resnecito ao aci-

O_l

do oxaloacético e llartius (14) confirmou narcialmente aquelas Aoz
cobertas., Entretanto Weil-llalharbe, Krebs e Eggleston (15) infor-

maram nao tercem encontrado eviddncia da existéneia da citrogena-

A Lol A 2 ~ 3 o
vo-acetico., As obscrvacgoces ca forumacao

se metabolizando dcids aco
do deide citrico do decido aceto-acdticy ¢ do oxalo acdbico para o
tecido renal, foram confirmados.

Cutting, llarzery e Cance (16) em 1946 realizaran
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estudos metahdlicos em fatias de rim de suino, ac zato ¢ ea ew-

[@J]
Q

asto

s

briocs humanos levandy e consideracgac o g
> ) 2

de rim em relagao a idadc &o animal (recém-nascido e adulto).

0, das fatias

Chinz Tseng Teng (17 ) em 1954 estudou o meta-
(o= () -

[5)]
(@]

boliswmo ¢o glicerol ¢ niruveto em Tatias e figado de rato, cm
condigo=s aerdhicas: ao mesmo btenpo Kaland e Young (18), dcsere-
veran alzuias obscervagoes nmetabdlicos de cllulas de figado iso-

lada e A 25 . R e L ~ S1A A a ey . S T | = -
adas, tendo comprovado quc indcpendentemente do metodo de pre-

AL

~
~ -~

paracgaoc, QOs céluias de figado (tanto fatias, come suspcnsoes),
apresentavam Q05 igual cm succinato,

Trabalhando com cortex renal de mamiferos, hudge{

Wuttmen e Davies (1C) constataram quc o acdmulo intratissular de
b %‘ ~ 5 s = = g . - -
fons K e exnulsao de fons Na era cstroitamente dependente de
umna intensidade respiratéria normal; scndo o rim um tecido glé-
tricamente nao excitdvel, realizaram estudos da distribuicgao de
F s -~ P o s

eletrdlitos em fungao do QO0,, utilizando-se fatias de cértex re-
nal de cobaia, afim de comparar os resultados aos obticos 4os
tecidos excitdveis (cortex cercbral, retina).

Rochman et al (20) verificaram que fatias de

. - = ~ e . I

rim de rato conservadas nor 6 horas a 4°C consumiam oxigenio

P \ e .
cor velocidade semelhante as fatias obtidas imcdiataucnte ap nés

o sacrificio dos animais. Intretanto, o consum:c de oxisenio

&

caia 22 e 32% respectivamente, apds 12 ou 24 horas de conser-
vacao das Ffatias a 49C, As exveriéncias monométricas foram rea-

0
lizadas a 38 C,.
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As exwerilnecias respirondtrices rcalizadas noT

-

cortical ce rim, aciciona-

7

Williem et al (21) com homosenado A:
d e A MDD b - o} . _ S A - Bt i ” oo p ” .
o de Iz e AT;’ a 37 C »or »neriodo de 45 minutos, mostraram malor

oxidagaos nara succinato, fumarato ¢ citrate, sendo infurior quan-
W o 1 9 q~

do o8 substratos eram a-cetozlubvarato ¢ malato,

L)

o ol o

Vianna e Drandao (22) verificando o efeito
notiazinicos ¢ de anti histaminicos nas fenotiazinicos na reo gni-—

ragao de tecido renal, utilizando resoirdmetro de Warburg, obti-

3
\}\

veram QO0,, na auséncia das drogas citadas, para o seno ei

t0rno de 8,081, para a-cetoglutarato 8,73 e succinato 12,12,
O pnresente trabalho anrcsenta os resultados do

estudo do consumo dec oxigénio wara a utilizacgao ¢z alsuns subds-

9

. b4 m o
¢ rim <¢e¢ suino normal, "ol

oy

tratos do ciclo de Krehs cm fatias
feito un estudo comparativo entre as cawadas medular e cortical

de rim.



IT -~ MATERIAL E METODOS
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O material foi colctado no frigorffico

Cateci, Sufnos machos com pcso médio entre 90 ¢ 110 Kg,,com

o9
10 a 12 mcscs de idade, foram sacrificados por perfuragao

cardiaca, ocntrec 7 e 9 horas da manha, Os rins foram retira-

O

os ¢ imecdiatomente colocados om Ringer-fosfato com tempe-
ratura om torno dc 0°C, Transportodo ao laboratdrio, o matc-
rial foi transfcrido para um copo contcndo Ringer-fosfato,
parcialmente imcrso em gclo nilado, afim dec manter a tompe-
ratura baixa, ¢ foram rigorosamente scparcdas as camadas
cortical ¢ mcdular dc cada rim, Para cada cxpcrilncia foram

cmprcgados dois rins dc¢ um mcesmo animal, O material foi re-

geitado somore que aprescntou qualguer indicio de anormali-~

As fatias dec tecido foram obtidas com o0

aparclho descrito por Vianna (23), possibilitando a obten-
¢ao dc material homozlinco, com cspessura inferior a lmm.As
fatias de cortical ¢ mcdular foram colocadas isol damentc cm
placas de Petri, contendo Ringer-fosfato, cm iperficic de
gdlo ¢ continuamente aeradas.
Reativos: O Ringer~fosfato foi preparado de acordo com Krebs
¢ Hanscleit (24) scgundo o modificagao do Barron ct al (25),
~dicionando-sc a 80 ml da solugio de Ringer, 20 ml do solu-
950 tampSo fosfato, pH 7,48 dc S8rensen.

A solugao dec Ringer continha 876 ml dc
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NaCl 0,154 I; 26ml de KC1 0,154 1i; 10 ml de CaCl2 0,11l e 5ml de

‘

g 50, 0,154H,
o) tampao fosfato continha Na2H PO4 0,11 e
H2KPO4 0,11 em proporggos suficientes para ofcrecer pi de 7,43.0

. . - . o; 14N . .
pH fol determinado antes dec cada expericneiz, usando-sc potenci-

A~ ~ o~ o
om2tro Beckman, wmodelo Zeromatvic II. A solugao dc Rinzer e o

tampan fosfato foram misturadas no momento do uso,

~

O consumo deg oxigenio por fatias, foi avaliado

rela técnica cldssica de Warburg, O sistena continha fatias e

-

ftecidos; 2,5 a 2,7 nl de Ringer-fosfato; 10 umoles de Bubstratn

-

e 0,15 ml1 de KOH a_ZO%, que foi colocado no »nogo central do frag-
co de Warburg, acroscentado de uma tira de pavel de filtro. Os
substratos utilizados foram: citrato, isocitrato, malato, rfumara-
to, piruvato, succinato, G-cecto-glutarato e cis-aconitato,

A determinagao de pdso s8co foi feita mantendo-
se as fatias de tecido, colhidas ao fim de cada exgeriénoia, emn

estufa a 100°C, até pdso constante.

Os produtos quimicos usados néste trabalho eram

.

todos pré-andlise,

Com os dados originais foi feita uma andlise de

,

Varifncia seguindo o esquema fatorial 9 x 2 x 4.



IIT - RESULTADOS

A tabela I mostra os dados relativos a
. Il . e R ~ ~

consumo de oxigenio exnresso ern pl de O, por mg QL D8sSO sctco
de fatias dc¢ ecortical Ge riwm, ucandowsse 10 pmolcs &z substrato
- A /& . a Ao = .-~ - N £
nor frasco. Og dados numéricos dessa tabola corresponden as né--

dias dc dczesgete (17) repetigoes,
TABELA T

Consumo de oxigtnio wor fatias de cortical

de rim, (ul de Og/mg de péso sZco).

Substratos 30' | 60" | 90" | 120"
Enddgeno 2,66 (4,5116,12(8,13
Citrato 2,6714,7816,70|8,54
Isocitrato 2,42 14,3816,4218,12
lialato 2,5114,8817,058,97
Fumarato 2,612,7116,T71]8,85
Piruvato 2,45 13,92 5,79 T,54
Succinato 4,4316,90(9,16]11,09
a-cetoglutarato!| 2,8715,2517,591 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 7,485 0,2 ml de solugao contendo lO umoles
de substwato, 0 15 ml de KOH a 20%, Volume final =
2,85, ajustado ouqndo necessgrio com Ringer-fosfa-
to, Temperatura 37 C. Agitacoes: 100 p.m., Fase ga-
sosat— Ar atmosférico.
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A tabvela II mostra consumo de oxigenio expres-
so em pl de O, por mg de péso slco de fatias da camada medular

de rim, Os dados numéricos corresnondem z2s médias de dezessete

(17) repeticoes.

TABELA IT

Consumo de oxigénio por fatias de medular

de rim. (ul de Op/mg de péso sbco)

Substratos 30t 60'] 90% | 120
Enddgeno 1,67(2,92(4,48 |5,91 |
Citrato 1,45(2,53]4,10 |5,46
Isocitrato 1,512,799 14,24 |5,4T
Malato 1,40[3,13(4,97 [6,65
Fumara to 1,44|2,88[4,34 15,72
Piruvato '1,32(2,92]4,31 |5,71-
Succinato 4,227 y60499,69 111,90
9-cetogluta | 1,503,3715,04 | 6,75
rato
Cis-aconitato| 1,42]2,75!4,33 | 5,82 |

Sistema: fatias de medular de rim em 2,5ml de Ringer-fosfato,
\ pH 7,485 0,2 ml de solugao contendo 10 umoles de su~
bstrato; 0,15 ml de solugao KHO a 20%, Volume final=
2,85 ml, ajustado gquando necessdrio com Ringer-fosfa
to. Temperatura = 37°C, Agitacoes = 100 por minuto.
Fase gasosa: ar atmosférico.
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FICURA I

A figura I mostra consumo 42 oxiglnio exnrcos-
so em pl de 02 por mg dc pcso scco Ac teeido cortical., Os
valorcs corrcspondem aos dados da tabela I; para os scguin-

tes substratos: a-cctoglutarato, malato, succinato ¢ enddge

no,
FIGURA T
nlo
2 .
Succinato ——=
12 L
d-cetoglutarato—s
10 | Malato — e ////,//ﬁ
Enddgeno o-- — /;
° 2
6
4
2
i

120

Tempo em minutos

Sistcema: Idéntico ao da tabela I.
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PIGURA II

A figura II mostra consumo de oxigénio cxpres-
so em pl de O, por mg de péso de tecido medular, Os valores cor
rcsnondem aos dados da tabela II, para os seguintes substratos:

a—-cetoglutarato, malato, succinato e enddgzeno.

FIGURA 2
R10, Succinato 4————n
12 1 Q~C e'boglutarato ~~~~~ v

Malato * =

10 . Enddgeno ~——

+ ! '

30 60 90 120

Tempo em minutos

Sistema: Iddntico ao da tabela II,
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Com os dados da tabela I e ITI foi feita
uma andlisc de Variéncia, scguindo o esquema Tatorigl 9 X 2 X 4,

cujos resultados constam na tabela III,

TABELA III.

Andlise da Variancia

Causas -da #ar%aéao G;L. S;Q; Q;M; F; |
Substratos (S{ 8 94,19 11,77 107,00 #x
Camadas (C) 1 45,92 45,92 417,45 xx

| Cempos  {T) 3 289,28 96,43 876,64 #x

| Interagao S X C 8 11,37 1,42 12,91 xx |
Interagao S X T 24 6,73 0,28 2,55 # |
Interagao C X T 3 3,02 1,01 9,18 xx
Resfduo (SxCxT) 24 2,59 0,11
Total TL 453,11

%% ~ Significativo ao nivel de 1% dc probabilidadc,

-

% ~ Significativo ao nivel de 5% de probdabilidadc.
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As médias dos substratos afctados de um cr-

ro padrao da média, S (&) = 0,12 QO, foram:

Y . . P Pl ol g 4 PR A AR Ay

Citrato...oe.o.oa...aooo4,53 SUCCinatOeoooeeoooeooo8?l5
Is0citratoeeceoocoosessed, 42 G-cctoglutaratoeseesao5,26
T w5 % o L @i g ‘0
Malatooooooaooaoooooeooo4,94 CiS“aconitatOgoooooooo4,52
ErEEEE w3 B P AV RV EP PP |
Fumaratoooooeuoooaooeooo4,58 Piruvatoooeooooeoeoooa4,21
AR EE RS v B

Erldégenooo.oocoeoeoeoc004’55

A diferenca minima significativa, calcula-
da pclo método dc Tuckey ao nivel de 1% de probabilidade
fOi AZ 0’680

As médias das camadas, ambas afctadas de

um 8rro padrao da média s (@) = 0,55 Q0, foram:

P I A A A R A 3 PRV A EP AR AR A A )

Corticaleoooaeaooouooot 5’82 Mcdularooooooemooaaoe 4?22

A difcrenga minima significativa, calculada
pelo método de Tuckey ao nivel de 1% do probabilidadc foi
A = 0,22,

As médias dc tcmpos, todos afctadas de um

Srro padrao da média s (m) = 0,78 QO, foram:

P2 VR R A A A A A s ‘

t . 9 "
30 0000600000006 60000600 2’25 O‘..OOOO.OO
P A A A A A A A P A ]

5.97
60'.00000.60.0.0.0.000 4’22 1209000909000000900003 7964’

.o

o 98000
’ ‘ ‘

~e

o
7

A difercnca minima significativa, calculada
pclo método de Tuckey, ao nfvel de 1% de probabilidade foi

A = 0,38, O cocficicunte de variagao foi C.V, = 6,60%.
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IV - DISCUSSEO

Os dados respirométricos das proparagSOs
de rim confirmaram os cfeitos anteriormentc rcgistrados por
Rochman ct 21 (20) dc que nao havia altcraggo na veclocidade
do consumo dc oxiglnie, podcndo o material scor mantido até
6 horas a 4°C. Os rcsultados obtidos com material reeém-colhido
¢ apés 5 horas, mantido a 0°¢ ¢ acrado, foram aproximadamente

0SS mMCSmMOS.

TABELA IV

rocém colhido ~ " 5 nre.apds a coleta ‘
Substratos  30' 60' 90! 120 ° 30t 60t 90t 120t
Enddgcno 3,12|5,727,8919,92 3,501 5,20 6,901 8,40
Glutarato | 3,04(6,08]9,12{11,28 3,36 7,75| 8,59 | 10,84
Malato 2,65|5,586,23(10,20|  |2,94} 5,26 7,32 | 9,10
Succinato | 6,63|11,78|14,21/16,52 §8,00|12,35115,52 | 17,76

Com os dados da tabela IV, cxpressos em
Q0,, foi feita uma andlisc cstatistica,

As médias das Determinagoes, afetades de um
Brro padrao da média s (@) = 0,11 QOp foram:
5 h. apds a coleta = 8,30 - Reedém colhido = 8,26,

~ ) . . e § IE TIPS
Concluc—sc que npo hd diferenga significativa cntre as medics

de determintgocse,
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Trabalhando com rim de¢ rato, cortical e me-
dular indiscriminadamentce, Vianna c Bradao (22) cncontra-
ram valorcs para succinato ¢ cndégeno que corrcspondem a
aproximadamentc o0 dgbro do valor cncontrado ncstc trabalho,
quando se cmprcgava cortical.

Os dados aprcscntados na Tabecla I mostram

r el
quc fatias da camada cortical aprescntam oxidagao superi-
or a camade medular (Tabela II), comn Oxccssao do succinato,
cuja veclocidade do consumo dc O2 dn camada mcdular & mais
clevado que o da cortical, principalmente lcvando-sc cm COn-
81dorqgao o cnddgeono mais baixo, Estatisticamentce cssas di-

ferengas sao scnsiveis ao nivel 1%, ostondo ambas as coma-

das afetadas dec um erro padrao da média igual a 0,55 de

QOZ’

A cortical montém um acréscimo de mais ou
menos 2,0 de @0y  om cada 30 minutos, cnquanto que a mcdular
mantém um acréscimo de mais ou menos 1,5, scndo a probabili-
dadc para a intoragao substratos x tempo 81gn1flc“t1Vﬁ Qo
nivel de 5% ¢ camadn x tempo ao nivel de l%.(Tﬂbcla III),

A oxidagao do succinato, do a-cctoglutarato

¢ do malato & significativa ao nivel de 1%, difcrindo da o-
Xidagao dos demais substratos do ciglo dos #cidos tri~carbo-

x{licos, quc aprescntam um QO, em t0rno do cnddgeno. Bstes

rosultados confirmam os obtidos por William ct al (21) que
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trabalhando com homogcnado dc¢ cortical de rim dc cobaia ob-
tiveram consumo dc oxigdnio bastonte olevado cm rolagao A
Csscs mesmos substratos, Empregando piruva%o, Csscs autores
cncontraram uma taxa cm O2 bastantec baixa
com dgucla do prescnte trabalho. Os autorcs citados obtiveram

, quc estd de acodrdo
consumo dec oxigonio quando utilizavam fumarato e citrato como
substratos, o quc nao foi confirmado néste trabalho,

E interessante notar que os valores corrcs
pondentes ao citrato, isocitrato, fumarato, piruvato ¢ cis-a-

conitafdo sao scmeclhantcs o cenddgeno.
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V - CONCLUSOES

1 - Os efcitos foram significativos ao ni-
vel dc 1% dc probabilidade nara camadas, tempos e para as
interagoes duplas de substratos x camadas, camadas x temnos ¢
ao nivel dc 5% dc probabilidadec para a intoracao substratos x
tempos.

2 - As médias dc consumo de oxigbnio para
3

oxidar succinato e G-cctoglutarato difcrem significativamence

da média do’ cnddzeno,

3 - A média do succinato difcre da do mala-
to, as quais difercm das demais médéias, pordm a do a-cetoglu-
tarato nao diferc da do malato,

4 - O consumo dc oxigénio por fatias de
mcdular c¢ cortical de rim dc suino diferem significativamcnte
entrc s, Pabclas I ¢ II),

5 — Todas as médias rclativas aos tempos,
difcrem significativamcnte ontre si.

6 -~ BEstatisticamcnte mao hé difcrenga en-

e

. - ) . A . ] .
trec a velocidade dc consumo de oxigenio entre o material rcedém

‘

. s g o} ~
colhido ¢ ands 5 horas mantido a O C com acracgaoc.
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VI - SUMARIO

Foi dctcrminado o consumo de O, por fatias de
teccidos das camadas mcdular ¢ cortical dc rim de suino, fren
tc a diversos intcrmedidrios do ciclo dos deidos tricarboxili-

‘

Coso
Os rosultados obtidos, foram analizados csta-

tfsticamentec,
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