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INTRODUÇÃO

_ "Desde 1780 existem experimentos.de Lavoisier sobre 
a necessidade de oxigênio pelas substâncias vivas. Difícil torna-se 
especificar o primeiro a descrever as mitocondrias como organelas dis 
tintas do citoplasma. Entre 1850 e 1890 muitos citologistas observa­
ram elementos granulares e inclusões no citoplasma de diferentes cé- 
lulas"(l). 0" trabalho de Regaud (2), publicado em 1908 expoe a idéia 
de que as mitocondrias sao formadas pop fosfolipídeos e proteinas,

• ^  ^  r» fteoria aceita por outros pesquisadores. Observações.sobre oxidaçoes 
biológicas foram feitas já em 1911 por Thunberg (3). Neste mesmo ano, 
Batelli e Stern (4 ) demonstraram que o ’citrato, suçcinato, fumarato e 
malato eram rapidamente oxidados por másculo de ra,

Em 1936, Potter e Elvehjon (5 ) introduziram a técni­
ca do homogeneizado, pois até entao, preparações de tecidos para estu 
do do cçnsumo de oxigênio oram feitas apenas em fatias ou podações do 
tecidos, Martius e Knoop (6) também pcvclaram neste ano, o mecanismo 
da conversão de citrato cm succinato, A maior parte do ciclo dos áci­
dos cítricos foi relatada em 1937 quando ICrebs e Johnson (7) çlescreye 
ram a formaçao do citrato a partir de oxaloacetato e piruvato.

Bensley e Iloerr (8) em 1934 c Bensley (9 ) em 1937 
descreveram o isolamento.de grânulos de fígado de cobaia referindo-se 
a eles como mitocondrias, Claude (lO) descreveu a separaçao de grânu­
los citoplasmáticos por centrifugação diferencial, tendo estudado çu- 
as estruturas e composição química, comparando-os com mitocondrias,

r * j0 estudo da distribuição intracelular do succinato 
desidrogenase, citocromo oxidase, adenina trifosfatase e compostos do. 
fósforo em tecido de rato normal foi feito em 1946 por Sehneider (ll). 
0 autor verificou que a maior parte da atividade enzimática testada 
encontrava-se associada com os grandes grânulos.

Somente em 1943, quando Hogeboom, Sehneider e Palla- 
de (12) usaram sacarose 0,38 M em lugar de água ou solução de cloreto 
de sódio para a dispersão dos células de fígado, conseguiram através 
de centrifugação diferencial, isolar mitocondrias com mçrfologia e 
propriedades de coloraçao semelhantes às intracelulares. Verificaram
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que 65 a 82$ da atividade de succinoxidasc do homogeneizado original 
estava presente nestas partículas. Kennedy e Lehninger (1 3 ) imcdiatja 
mente utilizaram o método para isolamento de mitocondrias. Observa­
ram em mitocôndrias isoladas-a oxidaçao de intermediários do ciclo do 
ácido cítrico com velocidade compatível à.do fígado intacto, assim co_ 
mo a ocorrência de fosforilaçao oxidativa. Verificaram que a velocida_ 
de do consumo de oxigênio produzida pela oxidaçao dos diferçntes subs 
tratos era a seguinte: citrato> a-cetoglutarato > endógeno.

Plaut e Plaut (14) estudaram o metabolismo oxidativo 
em mitocôndrias de coraçao de cobaia e 0 QO^ obtido frente aos dife­
rentes substratos segue a sequência: succinato>  a-cetoglutarato >  
malato >> fumarato 3* acetato^ piruvato citrato = isocitrato.

No estudo de Lardy e Wellman (15) sobre a fosforila­
çao oxidativa por mitocôndrias de fígado de rato observa-se a seguin­
te sequência para o QO^: succinato > citrato >  glutamato > a-cetoglu­
tarato >  malato > fumarato. No estudo realizado por Chappell e Perry 
(l6) sôbre a atividade respiratória de mitocôndrias de másculo esque­
lético de peito de pombo, os autores obtiverain QO^ para succinato >  
a-cetoglutarato^ malato > fumarato >  citrato. Montgomery e Webb (17) 
em 1956 fizeram estudo metabólico em mitocôndrias de coraçao de rato, 
obtendo a sequência para QOg: a-cetoglutarato >  oxaloacetato > succi­
nato >  malato isocitrato >  fumarato >  citrato >  piruvato >  endógeno,

Yagi e Nagatsu (18) estudando o efeito das flavinas 
sôbre a respiração de mitocôndrias de fígado de rato obtiveram a çe- 
guinte sequência para o QĈ .: succinato >  a-cetoglutarato V  malato.

0 estudo sôbre os propriedades bioquímicas de mito­
côndrias de másculo esquelético realizado por Azzone e Carafoli (19) 
mostrou que o QOg para mitocôndrias de peito de pombo segue a sequên­
cia : a-cetoglutarato >  oxaloacetato> , succinato >> piruvato >  malato> 
fumarato >  glutamato citrato. Para másculo esquelético de rato: 
glutamato piruvato >  a-cetoglutarato ^ succinato ^  citrato. Enquan­
to que para mitocondria de fígado de rato: succinato >  glutamato >  
a-cetoglutarato >  piruvato >  fumarato citrato > oxaloacetato.

Azzone et al.(20) verificaram a alta velocidade oxi 
dativa do a-cetoglutarato e glutamato em mitocôndrias de másculo es­
quelético humano, ao passo que os demais metabólitos do ciclo de 
Krebs, assim como o glicorol-l-fosfato foram oxidados lentamente. As

IV»reações se processavam çm meio contendo inclusive hexoquinase, glico­
se e fosfato inorgânico. ■

0 trabalho de Worcel e Erecinska (2l) mostra que o



-  3 -

succinato é melhor oxidado por mitocçndrias dc fígado de rato do que 
o piruvato, a-cetoglutarato e malato. Borst (22) estudou a oxidaçao 
do glutamato em preparações mitocondriais de diferentes tecidos, ten 
do verificado que o glutamato era mais utilizado por cçraçao de rato 
do que por músculo de peito de pombo ou fígado de rato. Observou ain 
da que em sarcossomas de,coraçao de rato o Q0£ para o glutamato era 
maior do que para malato.

0 QOg para o piruvato em mitocôndrias de rato segue 
a sequência; cérebro> fígado> ^úsculo esquelético, a qual é obser­
vada no trabalho de Bellamy (23). Kiessling (2 4) estudando respiraçao 
mitocondrial mostrou que o piruvato é oxidaçlo por mitocôndrias de 
rim > cerebelo > fígado > cérebro >  músculo. Bacila et al.(25) mos­
tram que o consumo de oxigênio por mitocêndrias de cérebro de rato , 
segue a sequênçia: cx-oxoglutarato succinato glutamato > endógeno., 
Campello et al. (26) observaram que o succinato é melhor oxidado do 
que o glutamato em mitocôndrias de coraçao, cérebro e cerebelo de ra­
to. Brandao et al. (27) mostram que o. consumo de oxigênio em pl por 
hora, em mitocôndrias de coraçao de Strophocheilus oblongus segue a 
sequencia malato ^  succinato ̂  a-glicerofosfato > citrato )> isocitra- 
to > glutamato^ a-cetoglutarato^ endógeno.

Deshpande et al. (23) utilizando microscopia eletro
nica realizaram,estudos morfológicos de mitocôndrias isoladas de co­

rs*

raçao de coelho. Estudos semelhantes com rim e fígado- de rato foram 
feitos por Weinbach (29), de fígado de rat por Bahr e Zeitter (30). ■ 
de cérebro de bovipo por Stahl et al.(3l) e de cérebro de rato por 
Bacila e Voss (32).

No presente trabalho foi realizado um estudo compa­
rativo da oxidaçao de diversos substratos por mitocôndrias isoladas 
de rqm, músculo esquelético, coraçao, cérebro, cerebelo, fígado e 
baço. Com finalidade de comparaçao estrutural e ao mesmo tempo con­
trole de pureza, foraiji realizadas fotomicrografias eletrônicas das 
mitocôndrias isoladas.
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MATERIAL E MÉTODOS 

Isolamento de mitocondrias,
1. Mitocondrias de fígado, cérebro e rim,- Ratos brancos, espécie 
Wistar, foram decapitados o os orgaos imediatamente rçmovidos, dis­
secados e lavados em meio manito-sacarose (33) gelado. Os orgao fo­
ram cortados cm pequenos fragmentos, suspensos em meio de extraçao 
(nanitol 0,21 II, sacarose 0,075 M, TRIS 0,01 M e EDTA 0,1 mH, sen­
do o pH final de 7,4) e homogeneizados em honogeneizador de Potter- 
Elvehjem. A suspensão assim obtida foi centrifugada a 1.000 x g por 
10 minutos. 0 sobrenadante foi centrifugado a 10.000 x g por 10 mi­
nutos. As mitocondrias sedimentadas foram suspensas no mesmo meio, 
recentrifugadas a 10.000 x g por 10 minutos e novamente lavadas. As 
mitocondrias sedimentadas foram finalmente suspensas em meio de ox- 
trççao suficiente para uma concentração final de 15 mg/ml de proteí 
nç. • .
2. Mitocondrias do coraçao, cerobelo e baço.- Ratos brancos, espe- 
cie Wistar, foram decapitados e os orgaos imediatamente removidos, . 
dissçcados e lavados em meio de extração preconizado por Voss et al. 
(33). Os orgaos foram homogeneizados como anteriormente, adotando-

^  r~»se para estes opgaos.o esquema do centrifugação fracionada sugerida 
por Ozawa et al.(34). O.homogcneizado foi centrifugado primeiramente 
a 600 x g por 8 minutos. 0 çsobrenadante foi em seguida centrifugado 
a 10.000 x g por 10 minutos. 0 sedimento foi suspenso cm meio de çx

rw |traçao manitol-sacarose e centrifugado a 5.000 x g por 10 minutos.
As mitocondrias sedimentadas foram finalmente suspensas cm meio do 
extraçao, cm volume suficiente para uma concentração de proteína do 
15 mg/ml. ■ ' . .
3. Mitocondrias de másculo esquelético,- Ratos brancos, espécie Wis 
tar, foram decapitados, os másculos dissecados e lavados em gieio de 
extraçao gelado o finalmente cortados em pequenos fragmentos. As mi 
tocondrias de másculo esquelético foram isoladas pelo método de 
Chappoll e Perry (35) e o meio de extraçao continha: TRIS 0,05 M;
KOI 0,1,M; EDTA 0,001 M; MgS04 0,005 M e ATP 0,001 M, e o pH final 
era 7,4. Apés a homogeneizaçao, a suspensão foi centrifugada a 600 
x g por 10.minutos. 0 sobrenadante foi centrifugado.a 8500 x g por 
10 minutos. Esta operaçao foi repetida mais uma vez, 0 sedimento 
obtido foi suspenso em meio de extraçao syificiente' para uma concen­
tração de proteína equivalente a 15 mg/ml.
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Todas as operaçoes de isolamento de mitocôndria fo 
realizada? a 0°C e as centrifugações em centrífuga refrigerada Sor- 
vçll RC-2.
4. Microscopia eletrônica.- Alíquotas de cada suspensão,mitocondri- 
al foram fixadas em ácido ósmico 1^/tampao veronal (36), As inclu­
sões foram feitas em crystic-araldite (37) e coloraçao por citrato . 
de chumbo (38) e acetato de uranila (39)? Os cortes foram feitos em 
ultra microtomo Sorvall Porter-Blum MT-2» Todas as eletromicrogra- 
fias foram obtidas com Microscópio Eletrônico Phillips EM--300 dç 
Cçntro de Microscopia Eletrônica da Universidade Eederal do Paraná.
5. Determinação do consumo de oxigênio.- 0 consumo de oxigênio por 
mitocôndrias de fígado, cérebro, rim, coraçao, cerebelo, baço e más 
culo esquelético de rato utilizando-se como substratos o succinato, 
a-cetoglutarato, a-glicerofosfato, L-malato, piruvato. DL-qsocitra- 
to, citrato, 1-glutamatô, oxaloacetato, fumarato e acetatç9 foi de­
terminado pelo método clássico do respirômetro de Warburg.

' 0 meio de reaçao (33) utilizado em todas as deter­
minações continha: manitol 0,025 M; TRIS 0,01 M; EDTA 0,2 mM; KOI 
0,01 M e fosfato inorgânico 0,005 M (pH final 7 }4). As1 determinações 
de proteína foram feitas pelo método de Lowry et al» (40). •

Todos os,produtos químicos utilizados no presente 
trabalho eram pró-análise.
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R E S U L T A D O S
/

1, Determinação do consumo de oxigénio
Os dados da Tabela I e II mostram o consumo de oxigênio 

por mitocondrias de baço, fígado, cerebelo, rim, coraçao, cépe- 
bro e músculo esquelético, utilizando-se diversos substratos.

TABELA I

consumo de oxigênio por mitocondrias de Tecido 
de rato

SUBSTRATOS
Baço

' J

Fígado
! ! 
Cerebelo jj Rim jCoraçao Cérebro Músculo

esquelétic

QO2 (30 minutos)
Succinato 11,7 16,7 19,7 33,6 21,7 32,8 16,4
a -cetoglutarato 7,7 5,6 2,3 10,8 12,3 5,9 9,1
cc -glicerofosfato 8,5 2,9 14,8 9,5 2,8 ' 16,9 12,4
L-nr.lato 5,1 2,9 3,2/ 4,8 - 10,9 0,7 0 , 8

DL-isocitrato 4,4 6,1 4,1 11,7 11,7 3,1 14,9
Citrato 1,3 12,5 0,9 4,5 12,5 0,5 -

L-glutamato 2,9 3,1 2,9 4,0 ' 9,5 3,2 1 , 1

Oxaloacetato 1,9 - ' - 2,0 1,1 4,5
Piruvato 1,9 1,5 7,1 2,5 2,9 5,6.
Pumarato 1,2- 3,3 1,9 13,5 15,9 2,7 -

Acetato - 0,8 - 1,5 - 0,3 -

Sistema; 2ml de meio de roaçao (33); 0,5ml dc suspensão mitocondrial 
0,5ml de.IJaOH 20$ colocado nç poço central; 100 pmoles dc 
substrato. Temperatura; 37°C. Easc gasosa; ap atmosférico r 
100 agitações i:>or minuto. Protcpna; 15 mg/ml» Os dados sao 
as médias de cinco experiências.
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TABELA II

Consumo dc oxigénio por mitocondrias do tecido do rato-

SUBSTRATOS Baço Fígado Cerebelo1
Rim ~ lCoraçao ;

j "" !
|Cérebro j

1

I Músculo 
esquelét:

■ - 002 (60 minutos)

Succinato
I

22,2
I'
30,5 39,5 66,0 ;

1
42,0 65,4 32,6

a -cetoglutarato , 15,2 11,2 5,2 22,6 26,0 11,0 20,6
a -glicerofosfato 14,8 | 10,0 2 5 ,0 19,0 5,7 30,9 22,2
L-raclato 6,9 5,4 4,2 cx> o 17,2 1,5 1,7
BL-isocitrato 6,5 8,0 6,0 17,8 15,2 4,2 23,0

Citrato 2,1 22,6 - 6,8 21,2 1,2 -

L-glutanato 3,6 7,2 4,0 5,8- 17,3 5,4 1,7
Oxaloacetato 3,3 - - 2,6 ! 1,7 7,3 ~
Piruvato . 3,0 3,6 12,9 3,8 5,6 10,0 1,0
Punarato 2,9 14,2 4,0 20,8 25,3 4,6 -
Acetato - 1,0 - 2,0 

___ J
1,2 - -

Sistema: idêntico ao da tabela I«*



Fig, 5 - Mitçcondrias de coração Fig. 6 - Mitocôndrias de có
(31.120 x) rebro (31.120 x)

Fig. 7 - Mitocôndricis de^músculo 
esquelético (31.120 x)
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2,, Microscopia oletronica . -
As.figuras 1, 2, 3,. 4, 5, 6 e 7 mostram fotomicrografias clo 

tronieas de mitocondrias isoladas de bçço, fígado, cerebelo,.rim, - 
coraçao, cérebro e músculo esquelético.

' ' ff:' , '*st&
as . ' ■ • r-S-?■ W

' ' ^  -:JpJkÍèi■ r  J *>•- v '•** Ui#
• - .V  • ' . -.í.l**' : ■’ Jbrtrf^ib.. • v s s j l * V .

Fig. 1 - Mitçcondrias de baço 
(31.120 x)

Fig, 2 - Mitoconcpias de fí­
gado (31.120 x)

; ■•=•■'• jgr̂4

Fig. 3 “ Mitçcondrias do cerebelo 
(31.120 x)

Fig, 4 - Mitçcondrias dc rim 
(31.120 x)
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A localizaçao intranitocondrial do ciclo, do ácido 
cítrico foi descrito em 1949 por Kennedy e Lchninger (13). Desde 
esta época, inúmeros trabalhos relativos à oxidaçao de substratos 
por mitocondrias, foram realizados. Entretanto, difícil torna-se 
compará-los com, o presente trabalho, devido a diversidade dos sis 
temas de reaçao.

Estudo detalhado das Tabelas I e II, mostra que o 
succinato é o substrato melhor oxidado por mitocondrias dos tecidos 
estudados, estando de acordo com a maioria dos trabalhos compulsa­
dos na literatura (14,15,16,18,19,21,26). Em contraposição, o ace­
tato nao é utilizado por mitocondrias dos vários tecidos estudados, 
provavelmente devido à baixa permeabilidade da membrana mitocondri 
al a esse substrato (44); este resultado está em desacordo com os 
dados obtidos por Plaut e Plaut (14).

' Torna-se interessante salientar que dos tecidos
estudados apenas mitocondrias dc coraçao oxidam relativamente pou­
co o a-glicerofosfato (Q02= 5,7/60 minutos). Talvez esta pequena 
oxidaçao de a-glicerofosfato por mitocôndria de tecido cardíaco

Nrpossa ser explicada pela,baixa concentração de desidrogonase do 
a-gliccrofosfato (28,41). Alem de succinato, mitocondrias do cora­
çao de rato oxidam rapidamente o a-cetoglutarato, malato, isocitra 
to, citrato, glutamato e fumarato. Plaut o Plaut (14) nao consegui 
ram obter oxidaçao de citrato e isocitrato, enquanto que, os rosul 
tados dc ííontgomery c V/ebl? (17) c Borst (22) sao semelhantes aos 
apresentados na Tabela II. '

Com exceção da alta oxidaçao dc a-cetoglutarato 
por mitocondrias dc cérebro de rato observada por Bacila et al,(25) 
a seqy.encia dos demais substratos assemelha-se à do presente tra­
balho.

Os substratos melhor oxidados por mitocondrias 
de fígado,de rato foram o succinato > citrato > ' fumarato > a-ceto­
glutarato, Êsses resultados sao semelhantes aos de Kennedy e L e h - 
ninger (13), Lardy e Wellman (15), Yagi e Uagaysu (13).

Apenas succinato >  isocitrato h a-glicerofosfato 
a-cetoglutarato forym os substratos oxidados por mitocondrias

A  rvde-músculo esquelético. Estes dados sao diferentes dos encontrados 
na literatura (16,19,20), principalmente no que concerne n alta 
oxidaçao de isocitrato por mitocondrias de músculo esquelético.



No.que concornc a utilíznçao doa subs­
tratos por mitocondrias de rim observou-se ouc o succinato > a~ceto 
glutarato >  fumarato >  a-glicerofosfato >  isocitrato foram os su- 
substratos melhor oxidados, entretanto, Kiessling (2 4) observou sa­
tisfatória utilização de piruvato por mitocondrias de rin e cerebc-
lo. No presente trabalho, mitocondrias de ccrcbelo somente utiliza­
ram de maneira significativa o succinato > a-gliccrofosfato piru
vato, Com relaçao ao piruvato há identidade dc resultados com os ob­
tidos por Iíiessling (2 4 ). '

Somente succinato, a-cetoglutarato e 
a-glicerofosfato foram os substratos utilizados por mitocondrias de 
baço dc rato» Acreditamos ser esta a primeira vez que se obtem dados 
dc metabolismo oxidativo em mitocondrias de baço, desde do que, nao

rs/conseguimos obter.dados relativos ao assunto com a revisão biblio­
gráfica realizada»

Das preparações de mitocôndria isolada 
aqui aprescuradas somente as de fígado, rin e coraçao retiveram to­
das as caractoristicas morfológicas das mitocondrias "insitu". Mudan 
ças de forma e algumas vezes "sv/elling", acompanhadas de vacuolaçao 
c rearranjamento das cristas foram as alterações verificadas nas 
preparações mitocondriais dc baço, cérebro, ccrobclo o másculo es­
quelético isoladas pelos métodos utilizados no presente trabalho. 
Aparentemente, estas mo ificaçoes se devem ao meio de extraçao utili 
zada, fato já demonstrado por Desphande ct al (28) em excelente tra­
balho dc isolamento dç mitocondrias de coraçao dc coelho com diver­
sos meios dc extraçao. Entretanto, apesar dos alterações 0 sorvadas, 
acreditamos serem estas preparações morfologicamente superiores às 
apresentadas por outros autores (29, 30, 31, 32, 42). As fotomicro- 
grafias eletrônicas dc mitocondrias de coraçao aprcsçntadas por 
'./hittaker (4 3) aao idênticas as do presente trabalho.

CONCLUSÕES -

1 . Succinato, a-glicerofosfato e a-ectoglutarato foram os substratos 
utilizados por mitocondrias de baço, coraçao, fígado, cérebro,cc-

. rebolo, rim 0 másculo esquelético.
2, A utilizaçao do acetato e oxaloacotato por mitocondrias isoladas 

dos tecidos animais estudados foi insignificante.
3o Mala to, glutamato, isocitrato, citrato e fumarato for̂ ip. bem oxi­

dados por mitocondrias de coraçao; oxidaçao similar,ocorreu com 
citrato 0 fumarato em fígado, c com fumarato em rim.

-  11 -



4 . piruvato foi discretamente utilizado por todos os tecidos com 
_ exceção de músculo esquelético

5. acreditamos que pela primeira vez sao apresentados dados de meta 
bolismo oxidativo em mitocôndrias de baço, sendo o succinato, 
a-cetoglntarato e a-glicerofosfato os substratos melhor utiliss-

. dos;
6. Das preparações do mitocôndrias isoladas somente as dc fígado, 

rim e coraçao apresentaram características normais 5 os demais 
apresentaram algumas alterações no que concerne a mudanças dc 
formo c algumas vezes "swclling" discreto.

SUMARIO -

Foi determinado o consumo dc oxigênio por mito­
côndrias isoladas do baço, fígado, cercbelo, rim, coraçao, cérebro c 
músculo esquelético de rato, frente a diversos intermediários: suc­
cinato , a-ectoglutarato, tt-glicerofocfato, malato, isocitroto, citra­
to, glutomato, oxaloacotato, piruvato, fumarato c acetato. Fotomicro- 
grafias eletrôniças das mitocôndrias isoladas dos diversos tecidos 
sao apresentadas. ■
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