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INTRODUGAO

"Desde 1780 existem experimentos,de Lavoisier sobre
a necessidade de oxigénio pelas substancias vivas., Dificil 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 inclusoes no citoplasma de diferentes cé-
lulas"(1). O trabalho de Regaud (2), publicado em 1908 expoe a iddia
de que as mitocondrias sao formadas por fosfolipideos e proteinas,
teoria aceita por outros pescuisadores, Observagges,sabre oxidagSes
bioldgicas foram feitas j& em 1911 por Thunberg (3). Neste mesmo ano,
Batelli e Stern (4) demonstraram que o citrato, sugcinato, fumarato e
malato eram rapidamentc oxidados por misculo de Ta,

Em 1936, Potter e Elvehjen (5) introduziram a técui-
ca do homogencizado, pois até entgo, preparaggos de tecidos para cstu
do do consumo dc oxigCnio cram feitas apcnas om fatias ou podagSCS da
tecidos. Martius ¢ Knoop (6) também revelaram néste ano, o mecanismo

=}

ra

da conversao de citrato om succinato. A maior parte do ciclo dos fc
dos citricos foi relatada em 1937 quando Krebs e Jolmson (7) descre
ram a‘formaggo do citrato a partir de oxaloacetato e piruvato,
Bensley e Iloerr (8) em 1934 ¢ 3Bensley (9) em 1937
descreveram o isolamento, de granulos de figado de cobaia referindo-se

ve

a éles como mitocdndrias, Claude (10) descreveu a separagao de grav-
los citoplasmdticos por centrifugagao diferencial, tendo estudado gu-
as estruturas e composiggo quimica, comparando-o0s com mitocGndfias,

O estudo da distribuiggo intracelular da succinato
desidrogenase, citocromo oxidase, adenina ‘trifosfatase e compoqtos ¢o
fésforo em tecido de rato mormal foi feito em 1946 nor Schneider (11).
O autor verificou que a maior parte da atividade enzimdtica testada
encontrava-se associada com os grandes granulos,

Somente em 1948, quando Hogeboom, Schneider e Palla-
de (12) usaram sacarose 0,38 M en lugar de £sua ou solugao de cloreto
de sddio para a dispersao das células de figado, conscguiram através
de centrifugaggo diferencial, isolar mitocondrias com morfologia e
propriedades de coloragao semelhantes as intracelulares, Verificaran
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cue 65 a 82% da atividade de succinoxidasc do homogencizado original
‘estava presente nestas particulas. Kennedy e Lehninger (13) imcdiata
mente utilizaram o método para isolamento de mitocondrias, Observa-
ram em mitocondrias isoladas-a oxidaggo de intermedidrios do eiclo Go
decido citrico com velocidade compativel 2 do figado intacto, assim co
mo a ocorrencia de fosforilaggo oxidetiva, Verificaram que a velocidzg
de do consumo de oxigénio produzida pela oxidaggo dos diferentes subsg
tratos era a seguinte: citrato}» a-cetoglutarato > cnddgono,

' Plaut e Plaut (14) estudaram o metabolismo oxidativo
em mitocondrias de coraggo de cobaia ¢ o QO2 obtido frente aos dife--
rentes substratos segue a sequéncia: succinato > a-cetoglutarato >
malato > fumarato > acetato ® piruvatof> citrato = isocitrato.

No estudo de Lardy e Wellman (15) sobre a fosforila-
950 oxidativa por mitocondrias de figado de rato observa-se a seguin-
te sequencia para o QO2: succinato > citrato > glutamato > a-cetoglu-
tarato > malato > fumarato., No estudo realizado por Chappell e Perry
(16) sdbre a atividade respiratdria de mitocOndrias de misculo esque-
1lético de peito de pombo, os autores obtiveram QO2 para succinato >
a-cetoglutarato > malato > fumarato > citrato. Montgomery e Webb (17)
em 1956 fizeram estudo metabdlico em mitocdndrias de coragao de rato,
obtendo a sequéncia para QOZ: a-cetoglutarato > oxaloacetato > succi-
nato > malato > isocitrato > fumarato > citrato > piruvato ®» enddgero,

Yagi e Nagatsu (18) estudando o efeito das flavinas
sdbre a respiragao de mitocdndrias de figado de rato obtiveram a se-
guinte sequéncia para o QOZ: succinato > a-cetoglutarato > malato.

O estudo soObre as propriedades bioquimicas de mito--
condrias de misculo esquelético realizado por Azzone e Cerafoli (19)
mostrou que o Q0, para mitocdndrias de peito de pombo segue a sequdn-
cia:a-cetoglutarato > oxaloacetato >, succinato > piruvato > malato>
fumarato > glutamato > citrato. Para misculo esquelético de rato:
glutamato B piruvato > a—cetoglutarato > succinato > citrato, Enguan-
to que para mitocondria de figado de rato: succinato > glutamatol>
a-cetoglutarato » piruvato > fumarato > citrato > oxaloacetato.

Azzone et al.(20) verificaram a alta velocidade oxi
dativa do c-cctoglutarato e glutamato em mitocondrias de misculo es-
quelético humano, ao passo que os demais metabdlitos do ciclo de
Krcbs, assim como o gliccrol-l-fosfato foram oxidados lentamente, As
roagges se processavan em meio contendo inclusive hexoquinasc, glico-
se e fosfato inorginico.,

‘0 trabalho de Worcel e Erecinska (21) mostra que o
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succinato é melhor oxidado por mitocﬁndrias de figado de rato do quc
o piruvato, a-cctoglutarato e malato. Borst (22) estudou a oxidacao
do glutamato en preparagSQS_mitocondriais de difcrentes teccidos, ten
do verificado que o glutamato era mais utilizado por coraggo de rato
do que por misculo de peito de pormbo ou figado de rato, Observou ain
da que em sarcossomas de,coraggo de rato o QO2 para o glutamato cra
maior do que para malato,

0 Q02 para o piruvato em mitocondrias dec rato seguec
a sequéncia: cérebro> figado> misculo esqueldético, a qual é obscr-
vada no trabalho de Bellamy (23). Kiessling (24) estudando respiracao
nitocondrial mostrou que o piruvato & oxidado por mitocdndrias de
rim > cerebelo > figado > cdrebro > misculo., Bacila ct al, (25) mos-
tram que o consumo de oxigénio por mitocondrias de cércbro de rato |
segue a sequingia: a-oxoglutarato > succinato > glutamato > cnddgeno,
Campello et al. (26) observaram que o succinato & mellor oxidado do
que o glutamato em mitocondrias de coraggo, cérebro e cerebelo de ra.--
to, Brandao et al. (27) mostram que o consumo de oxigénio em Wl por
hora, em mitocondrias de coraggo de Strophocheilug oblongus segue a

sequéncia malato » succinato > a-glicerorosfato > citrato > isocitra-
to > glutamato > a-cetoglutarato > enddgeno.,

Deshpande et al., (28) utilizendo microscopia eletrd
nica realizaram, estudos morfoldgicos de mitocondrias isoladas de co-
raggo de coelho, Estudos semelhantes com rim e figado de rato foranm
feitos por Weinbach (29), de figado de rat por Bahr e Zeitter (30). -
de cérebro de bovino por Stahl et al,(31l) e de cérebro de rato  por
Bacila e Voss (32).

No prescnte trabalho foi realizado um cstudo compa-
rativo da oxidagao de diversos substratos por mitocondrias isoladas
de rim, misculo esquelético, coragao, cérebro, ccrebelo, figado e
bago, Com firnalidade de comparaggo estrutural ¢ ao mesmo tempo con-
trole de purcza, forap rcalizadas fotomicrografias cletrdnicas das
uitocondrias isoladas,



WATERTAL E METODOS

Isolamento de mitocondrias.

1, MitocOndrias de figado, cérebro e rim,- Ratos brancos, espécie

Wistar, foram decapitados ¢ os orggos imediatamente remov1do ) dis-
ecados e lavados em meio manito-sacarose (33) gelado. Os orgao ol
rem cortados cm pequenos fragmentos, suspensos em meio de extraggo
(manitol 0,21 II, sacarose 0,075 ¥, TRIS 0,01 il e EDTA 0,1 mil, sen-
do o pH final de 7T 4) e homogeneizados em homogeneizador de Potter-
Elvehjem, A suspensao assinm obtida foi centrifugada a 1,000 x g por
10 minutos., O 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 oxX—
traggo suficiente para uma concentraggo final dec 15 mg/ml/de protel
na,
2, Mitocondrias deo coracgoL cercbelo ¢ baco.- Ratos brancos, cspé-

cie Wistar, foram dccapitados e os orgaos imcdiatamente rcmovidos,
dissecados e lavados cm meio de extraggo prcconizado por Voss ct al,
(33). Os orgzos foram homogencizados como anteriormente, adotanco-
se para Gstes orggos,o csquema de oontrifugaggo fracionada sugcrida
por Ozawa et‘al,(34). O,homogcnecizado foi cen trlfurado primeirancnte
a 600 x g por 8 minutos., O gobrenadante fol em scguida ceuntrifugado
a 10.000 x g por 10 minutos, O scdimento fol suspenso cm mecio de ¢x
traggo manitol-sacarosc ¢ centrifugado a 5,000 x g por 10 nminutos,
As mitocondrias scdimentadas foram finalmentc suspensas om meio de

cxtragao, om volume suficicnte para uma concentragao de protcina Go

15 mg/ml, : -

3. Mitocondrias dec misculo csqueldtico.~ Ratos brancos, cspécic Wig

tar, foram dccapitados, os misculos dissccados ¢ lavados em melo de
oxtragao gelado ¢ finalmente cortados cm pequcnos fragmentos, As mi
tocondrias dec misculo csqueldtico foram isoladas pclo método  de
Chaépoll ¢ Perry (35) ¢ o mecio de cxtragao continha: TRIS 0,0S‘M;
KC1 0,1,M; EDTA 0,001 MN; MgSO4 0,005 M ¢ ATP 0,001 M, ¢ o pH final
era 7,4, Apds a homogcn01zagao a susponsao f01 centrifugada a 600
X & por 10 minutos, O sobrenadante foi centrifugado,a 8500 x g por
10 minutos., Lsta 0pera950 foi repetida mais uma vez, O sedimento
obtido fol suspenso em ncio de extraggo suficiente para uma concen-
tragao de protefna equivalente a 15 mg/ml.
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T8das as operagoes de isolamento de mitocdndria fo
realizadag a 0°C e as centrifugacoes em centrifuga refrigerada Sor-
vall RC-2,

4, Microscopia elctronica.- Aligquotas de cada suspensgo,mitocondri~

al foram fixadas cm dcido Jsmico 1%/tampao veronsl (36)., As inclu-
soes foram feitas em crystic-araldite (37) e coloragao 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 obticas con Microscdpio Eletronico Phillips EM.-300 do
Centro de Microscopia Eletronica da Universidade Tederal do Parand,

5. Determinacao do consumo de oxigenio,- O consumo ce oxigénio por

nitocondrias de figado, cérebro, rim, coragso, cercbelo, bago e mis
culo esquelético de rato utilizando-se como substratos o succinato,
a-cetoglutarato, a-glicerofosfato, L-malato, piruvato, DL-isocitra-
to, citrato, L-glutamato, oxaloacetato, fumarato e acetato, foi de.-
terminado pelo método cléssico do respirometro de Warburg:A.

- 0 meio de reagdo (33) utilizado em tddas as deter—
minagSes continha: manitol 0,025 M; TRIS 0,01 Mj; EDTA 0,2 mM; KC1
0,01 M e fosfato inorgdnico 0,005 M (pH final 7,4). As dejerminagoes
de proteina foram feitas pelo método de Lowry et al. (40),

Todos os,produtos quimicos utilizados no presente
trabalho cram pré-andlise,



RESULTADOS

‘

1, Determinacao do consumo de oxigenio

Os dados da Tabela I e II mostram o consumo de oxigénio
por mitocOndrias de bago, figado, cerebelo, rim, coragao, cére—
bro e miusculo esquelético, utilizando-se diversos substratos.

TABELA T

consumo de oxigénio por mitocondrias de Tecido

de rato

~ 7
Bago iFigado Cerebelo | Rim (Coragao é Cérebro ZZEEZiZtiCO
SUBSTRATOS i i -
Q0o (30 minutos)

Succinato 11,7 16,7§ 19,7 33,6 21,7 32,8 16,4
@ -cetoglutarcto 7,7 5,61 2,3 10,8 | 12,3 5,9 9,1
a -glicerofosfato 8,5 2,91 14,8 9,5 2,8 | 16,9 2,4
L-nalato 5,1 2,91 3,2 | 4,8.| 10,9 0,7 10,3
DL-isocitrato 444 6,1 4,41 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 3,11 2,9 4,0 9,5 3,2 1,1
Oxaloacetato 1,9 - - 2,0 1,1 455 ~
Piruvato 1,9 1,5 T, 2,5 2,9 556 9493
Fumarato 1,2 3,3 1,9 13,5 15,9 2,7 -
Acetato - 0,8 - 1,5 - 0,3 -

Sistema: 2ml de meio de rcagao (33); 0,5ml dc suspensao mitocondrial
0,5m1 de NaOH 20% colocado n9 pogo central; 100 uymoles  de
substrato, Tempcratura: 3700. Fasc gasosa: ar atmosférico s
100 agitacocs por minuto. Protefna: 15 mg/ml, Os dados sao

as médias de cinco cxmericncias.



TABELA TIT

Consumo dc oxiglnioc por mitocondrias dc tecido de rato-

O | | t . ]
SUBSTRATOS Bago |Figado Cerebelol Rim lCoragao iCérebro 2225:%2i;c
. Qo (60 minutos)
Succinato 22,2 | 30,5 | 39,5 .|66,0 | 42,0 65,4 32,6
@ —cetoglutorato . | 15,2 | 11,2 | 5,2 |22,6 | 26,0 11,0 20,6
@ -glicerofosfato 14,8 i 10,0 | 25,0 19,0 54T 30,49 22,2
L-nclato 6,9 Ded 442 8,0 17,2 1,5 1,7
DL-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 33| - - 2,6 1,7 T2 -
Piruvato \ 3,0 | 3,6 | 12,9 3,6 | 5,6 10,0 1,0
Funsrato 2,9 | 14,2 { 4,0 |20,8 | 25,3 4,6 -
Acotato - 1,0 | - 2;0(} - ey -

Sistcma: id8ntico ao da tabela I
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2. Microscopia cletrdnica -
As figuras 1, 2, 3, 4, 5, 6 e T mostram fotomicrografias clec
tronicas de mitocondrias isoladas de bggo, figado, ccrebelo, rim, -

coragao, cérebro e misculo csqueldtico,

Fig, 1 — Mitocondrias de bago Fig, 2 —'Mitocancrias de 1~
(31,120 x) gado (31,120 x)

Fig, 3 - Mitocondrias dc cerebelo Fig., 4 - MitocOndrias de rim
(31,120 x) (31,120 x)
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DISCUSSAO

A localimacao intranitocondrial do ciclo, do dcido
citrico foi descrito em 1949 por Kennedy e Lehninger (13). Desde
° :

4

csta época, invmeros trabalhos relativos a oxidacgao de substratos

por mitocandrias, foram recalizados, Entretanto, dificil torna-sec
compard-los com,o presentc trabalho, devido a diversidade dos sis
temas de reaggo.

Egtudo detalhado das Tabelas I e II, mostra que o
succinato é o substrato melhor oxidado por mitocondrias dos tecides
estudados, e§tando de acoérdo com a maioria dos trabalhos compulsa.-
dos na literatura (14,15,16,18,19,21,26), En contraposigao, o ace-
tato nao é utilizado por mitocdndrias dos vérios tecidos estudados,
provavelmente devido & baixa permeabilidade da membrana mitocGnd:i
al 3 8sse substrato (44); &sbte resuliado estd em desacdrdo com 08
dados obtidos por Plaut e Plaut (14).

Torna-se interessante salientar quce dos tecidos
estudados apenas mitocondrias dc coraggo oxidan relctivamente pou-
co o a-glicerofosfato (QOo= 577/60 minutos). Talven esta pequena
oxidaggo e a-glicerofosfato nor mitocondria de teeido cordiaco
possa ger explicada pcla, baixa concentraggo de degldrogeonase do
a-gliccrofosfato (28,41), Aldm de succinato, mitocOndrias de cora-
ggo de rato oxidam rapidsmente o a-cctogluterato, malato, ieg
to

citrato, glutamato ¢ fumarato. Plaut < Plaut (14) nao c
ram obter oxidagao de citrato c¢ isocitrato, enquanto quc, os resul
¢

?
tados de Montgomery e Webt (17) ¢ Borst (22) sao semclhan
aprcscentados na Tabela 11,

Com oxccggo da alta oxidaggo dc a-cctoglutarato
por mitocdndrias dc cérebro de rato obscrvada por Bacila ct al,(23)
a sequéncia dos demeis substratos esscmelha-se & do presente tra-
balho,

Os substratos melhor oxidados por nitocdndrias
de figado de rato foram o succinato > citrato > fumarato > a-ceto-
glutarato, Esées resultados sao semelhantes aos de Kennedy e Leh-
ninger (13), Lardy e Wellman (15), Yagi e Nagaysu (13).

Apenas succinato > isocitrato ™ a-glicecrofosfato
a-cetoglutarato foram os substratos oxidados vor mitocondrias
de-misculo esqueldético., ﬁstes dados sao diferentes dos cncontrados
na literatura (16,19,20), principalmentc no que concernc © alta
oxidagao de isocitrato por mitocondrias de misculo esquelético,
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No.que concecrac a util z.gao dos subs-
sratos por mitocondrias de rim observou-sc aue o succinato >  d-ceto
glutarato > fumarato > a—élicorofosfato > dgocitrato Toram og sii-

substratos melhor oxidados, entretanto, Kiesslinz (24) ohscfvou sa-
tisfatdria UtllléucaO de plPUVJtO nor uitocOndrias de rim e cercebe-
io, No prescnte trabalho, mitocdndrias de cercbelo sdémente utiliza-
ram de maneira significativa o succinato > a-gliccrofosfato > piru
vato, Com relagao ao piruvato hd identidade dc rcsultados com os ob-
tidos vor Kiessling (24).

Somentec succinato, d-cevoglutuarato e
a-glicecrofosfato foram os substratos utl;laqaos vor mitocOondrias de
bago dec rato. Acrciitamos ser esta a primeira vez gquc se obten dados
dc metabolismo oxidativo em mitocOndries de bago, desde do gue, nao
conscguimos obter dados rclativos ao assunto com a revisao biblio-
grdfica realizada, »

Dag preparacocs de mitocbndria isolada
aqui aprescntadas somente as de {igado, rin ¢ coraggo.rotiveram to~-
das as caracteristicas morfoldgicas das mitocdndrias "imsitu". Mudan

) ~
¢as dc formz e algumas vezes "swelling", acomnanla aas de vacuolagno

¢ rearranjamcnto das cristag foram as alte PJQO““ verificadas nas

preparagoes mitocondriais de bago, cérebro, cerewelo ¢ misculo co-

quelétice igoladas pelos métodos utilizados no prescntc trabalho,
00 utili

O

t

M

Aparcﬁtcmonte, estbas nmo ificaggcs se devenn ao meic dz extr
zada, Tato j& demonstrado por Desphande ct al (28) em excclente tra--
Palio de isgolameonto d¢ mitocOndrias de coragao de coclho com diveor-
gos mciogc dc @Xuraggo. Eatretanvio, apesar das altex agoo 0 servalag,
acreditamos scroem estags prcparaggcs morfoldzsicamentc guncriorcs as

ayrcacnvadas por outros autores (29, 30, 3%, 32, 42), hs T s>tomicro-

0

~

A . . ~ .
grafias clctronicas dc mitocondriacs de coracgao aprcsentadas nor
thig?

taker (43) sno idénticas as do prcsente trabalho,

CONCLUSOCE

1. Succinato, d-glicerofosfato ¢ a-cctoglutarato foram os substratos
uulllzaaos por mitocondrias de bago, coraggo, figado, cérebro,cc-
rebelo, rim ¢ misculo csqueldtico,

2, A utilizaggo de acctato e oxaloacctato por mitocondrias isolalas
dos tccidos animais cstudados fol ineignificante,

3. Malato, glutamato, isccitrato, citrato ¢ fumarato foram bem oxi-
dados por mitocondrias de coraggo; oxidagao ginilar,ocorrcu cou

citrato ¢ fumarato cm figado, ¢ cou fumarato cm rim.
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4, piruvato foi discrctamentc utilizado por todos os tecidos con
~ excegao de misculo esaueldticos
5. acrcditarios que pela primeira véz sao aprescntados dados dec ueta
bolismo oxidativo cm mitocdndrias dec bago, sendo o succinato,
a—~cetoglutarato e a-glicerofosfato os substratos melhor utiliza-
dosg
6., Das preparagoes dc mitocdndrias isoladas sdmente

O]

- Jm "
s de figado,
rim ¢ coragao aprcsentaran caracteristicas normaiss; as demais
apresentoranm algumas clbteragoes no que concerne a mudangas dce

forma ¢ algumas vézes "swelling" discroto.

SULIALRIO

Foi dcterminado o consumo dc oxiglénio por mito--
condrias isolndas dc bago, figado, ccrcbelo, rim, coraggo, cérebro ¢
misculo csqucldético de rato, frente a diversos intermedidrios: suc—
cinato, d-cctoglutarato, d-glicerofocfato, malato,\isocitréto, citre-
to, glutamato, oxaloacctato, piruvato, fumarato ¢ zacctato. Fotomicro-
grafias cletronicas das mitocondrias isoladas dos divcersos tecido:n

sao aprcscntadas,
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