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4. DISCUSSÃO 
 

Os resultados apresentados no Artigo 1 sugerem que a atividade pró-oxidante do 

malonato in vitro independe do efeito inibitório desse sobre a SDH. Essa conclusão é 

baseada nos resultados mostrados na Tabela I do referido Artigo. Os resultados indicam que 

o pré-tratamento do S1 de cérebro de ratos por 10 min à 100ºC leva a uma completa 

inibição dos sistemas enzimáticos (Figura 3, Artigo 1). Mesmo nessas condições (de 

inatividade enzimática) o malonato foi capaz de induzir um significativo aumento na 

geração de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), o que suporta nossa idéia 

inicial de que o efeito do malonato é independente de seu efeito direto sobre a enzima SDH. 

Além disso, nem a adição de cianeto de potássio (KCN - inibidor da cadeia respiratória; 

Figura 1, Artigo 1) nem do 2,4-dinitrofenol (desacoplador da cadeia respiratória) alteraram 

a produção de TBARS induzida por malonato (dados não mostrados). Esses resultados 

sugerem que a disfunção mitocondrial induzida por malonato não explica per se o aumento 

no TBARS in vitro. 

Do mesmo modo, o antagonista de receptors NMDA (MK-801) não foi capaz de 

prevenir o aumento no TBARS induzido pelo malonato, indicando que a excitotoxicidade 

secundária não está envolvida na atividade pró-oxidante do malonato in vitro (Tabela I, 

Artigo 1). Esse resultado está de acordo com um estudo prévio o qual mostra que a 

estimulação dos receptors NMDA não contribui para o estresse oxidativo de células 

expostas ao malonato (Zeevalk e cols. 2000). 

Baseado na propriedade do malonato de quelar ferro (Figura 4, Artigo 1) e nas 

observações feitas anteriormente, sugerimos que a atividade pró-oxidante do malonato in 

vitro pode ser devida à sua interação com os íons ferro (endógenos) presentes no S1. Esses 

complexos entre os íons ferro e malonato poderiam levar a um aumento na geração de 

EROs devido ao ciclo redox do ferro. Contudo, o malonato não teve efeito nos ensaios da 

degradação da desoxirribose induzida por ferro e peróxido de hidrogênio (Figura 5, Artigo 

1), indicando que os complexos ferro/malonato são ativos quando um sistema puramente 

químico é usado. Sendo assim, assumimos que o malonato modula a produção de TBARS 

in vitro por manter uma adequada razão Fe2+/ Fe3+, a qual é um fator essencial para a 
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geração de radicais livres. Essa idéia está de acordo com dados prévios que demonstraram 

claramente que uma razão adequada Fe2+/ Fe3+ é essencial para que o ferro exerça seus 

efeitos pró-oxidantes (Tang e cols., 1997; Caro e Cederbaum, 2004). 

Nossos resultados confirmaram a hipótese de que a atividade pró-oxidante do ácido 

quinolínico (AQ) é mediada pela ativação direta dos receptores NMDA, uma vez que a 

adição do MK-801 reduziu a geração de TBARS induzida por esse (Tabela II, Artigo 1). 

Sendo assim, nossos resultados confirmam dados anteriores os quais demonstraram que a 

ativação dos receptors NMDA por AQ está associada a um aumento na geração de EROs e, 

conseqüentemente um aumento no TBARS (Santamaría e Rios, 1993; Rodríguez-Martínez 

e cols., 2000). Contudo, devemos considerar o envolvimento dos íons ferro na toxicidade in 

vitro do AQ, uma vez que a deferroxamina (DFO) aboliu completamente o efeito desse 

(Figura 4, Artigo 2). 

O pré-tratamento do S1 de cérebro de ratos com diferentes temperaturas revelou um 

dado importante. Os resultados apresentados na Tabela III (Artigo 1) mostraram que o 

aumento na temperatura de pré-tratamento do S1 está relacionado com uma ativação dos 

receptores NMDA. Nesse contexto, nossos resultados mostraram que o efeito antioxidante 

do MK-801 é mais pronunciado em preparações pré-tratadas a 100ºC, quando comparado 

com o efeito desse em preparações mantidas a 37°C. Isso indica que a alta temperatura 

pode causar uma alteração conformacional na estrutura do receptor, levando a uma ativação 

permanente do mesmo, a qual pode ser prevenida pelo MK-801. Assim, a diminuição na 

eficiência do AQ em induzir TBARS (o AQ induz um aumento de aproximadamente 40 % 

em S1 pré-tratados até 37ºC, e apenas 22% em S1 pré-tratado a 100ºC; Tabela III- Artigo 1) 

pode ser atribuída à ativação direta dos receptores NMDA pela temperatura. Esse resultado 

está de acordo com o trabalho de Chung e Kuyucak, 1995, os quais demonstram que a 

atividade dos receptors NMDA está diretamente relacionada ao aumento da temperatura 

(Chung e Kuyucak, 1995). Além disso, estudos in vivo mostraram que o aumento na 

temperatura corpórea pode agravar os episódios convulsivos, levando a um aumento no 

dano cerebral o qual é, em parte, devido a um aumento na atividade dos receptores NMDA 

(Lundgren e cols., 1994; Morimoto e cols., 1995).  

Os resultados apresentados no Artigo 2 indicam que o efeito antioxidante dos 

intermediários do Ciclo e Krebs varia, dependendo da sua estrutura e da sua concentração 
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(Figura 1, Artigo 2). O citrato, o sucinato, o oxaloacetato e o malato, preveniram 

significativamente a produção de TBARS basal, ou induzida por AQ ou, ainda, induzida 

por Fe2+ (Figuras 2, 3 e 5, Artigo 2) em S1 de cérebro de ratos. O α-cetoglutarato foi capaz 

de induzir per se um aumento na produção de TBARS (Figura 3, Artigo 2), enquanto que o 

oxalato, o qual tem semelhança estrutural com os intermediários do Ciclo de Krebs, teve 

um efeito bifásico (Figura 3, Artigo 2), isto é, em baixas concentrações (0,5 – 4 mM) o 

oxalato induziu um aumento na produção de TBARS, mas em altas concentrações foi capaz 

de inibi-la. Porém, o(s) mecanismo(s) pelo(s) qual(is) os intermediários do Ciclo de Krebs 

exercem seus efeitos antioxidantes é distinto e depende do intermediário usado.  

O efeito do sucinato mostrou-se sensível à temperatura, sendo abolido quando o S1 

de cérebro de ratos foi pré-tratado por 100ºC por 10 min (Figura 8, Artigo 2). Da mesma 

forma, o efeito do sucinato foi completamente abolido quando cianeto de potássio foi 

adicionado ao meio (Figura 2B, Artigo 2). Por outro lado, o efeito do citrato, malato e 

oxaloacetato não foram alterados pelo pré-tratamento a alevadas temperaturas (Figura 8, 

Artigo 2). Considerando o efeito do KCN, bem como o efeito de pré-tratamento a 100ºC, 

supomos que o efeito do sucinato é dependente de alguma atividade enzimática, enquanto 

que o efeito dos demais intermediários não. 

Compostos capazes de quelar ferro podem prevenir a produção de TBARS. Assim a 

DFO, um quelante clássico de íons férricos (Fe3+), reduziu consideravelmente a produção 

de TBARS em S1 de cérebro de ratos (Figura 4A, Artigo 2). Da mesma maneira que a 

DFO, os intermediários do Ciclo de Krebs, exceto o sucinato, exibiram atividade quelante 

de íons ferrosos (Fe2+) (Figura 6, Artigo 2). Porém, somente o citrato e o oxaloacetato 

exibiram atividade quelante em concentrações fisiológicas. Sendo assim, parte da atividade 

antioxidante desses intermediários pode ser atribuída a suas atividades quelantes de íons 

ferrosos. Contudo, o oxaloacetato foi um agente quelante mais eficiênte que o citrato, 

enquanto que esse reduziu a produção de TBARS mais eficientemente que o oxaloacetato. 

Parte dessas discrepâncias pode ser atribuída ao fato que alguns complexos de ferro, tais 

como os complexos ferro/citrato, apresentam atividade redox (Chiueh, 2001). 

 Os resultados dos ensaios da degradação da desoxirribose induzida por ferro e 

peróxido de hidrogênio demonstram que os intermediários do Ciclo de Krebs não são 

capazes de prevenir a degradação induzida por ferro. Porém, o oxaloacetato e o α-
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cetoglutarato foram capazes de prevenir a degradação da desoxirribose induzida por 

peróxido de hidrogênio (Figura 7, Artigo 2). Esse resultado está de acordo com estudos 

prévios que mostram claramente que os α-cetoácidos são efetivos na detoxificação não 

enzimática do peróxido de hidrogênio (Desagher e cols., 1997; Sokolowska e cols., 1999; 

Velvizhi e cols., 2002 a; Velvizhi, e cols., 2002 b; Mallet e Sun, 2003). Conseqüentemente, 

a inibição da reação de Fenton causada pelo oxaloacetato e pelo α-cetoglutarato parece ser 

devido à reação direta desses com o peróxido de hidrogênio. O sucinato e o malato 

preveniram a degradação da desoxirribose induzida por ferro e peróxido de hidrogênio, 

porém seus efeitos foram moderados, enquanto que o citrato não protegeu contra a 

degradação da desoxirribose induzida por ferro/peróxido de hidrogênio (Figura 7, Artigo 

2). A partir desses resultados, sugerimos que os complexos ferro/citrato formados em 

nossas condições experimentais (razão ferro/citrato, 1/10) participam da reação de Fenton, 

embora não sejam capazes de aumentar a degradação da desoxirribose quando comparados 

ao sistema contendo apenas o ferro e o peróxido de hidrogênio. Esse efeito dos complexos 

ferro/citrato está de acordo com o efeito oxidante desses relatado na literatura (Minotti e 

Aust, 1987).  

 Compostos capazes de interagir com íons ferro (agentes quelantes) podem tanto 

inibir quanto induzir a produção de TBARS. O efeito pró ou antioxidante dos mesmos 

depende da habilidade desses em modular uma adequada razão Fe2+/Fe3+ no meio (Minotti 

e Aust, 1987; Oubidar e cols., 1994; Chiueh, 2001; Caro e Cederbaum, 2004). Sendo 

assim, a adição de um quelante pode alterar a razão Fe2+/Fe3+, a qual tem atividade máxima 

quando a proporção for 1:1 (Fe2+: Fe3+) (Tang e cols., 1997; Caro e Cederbaum, 2004), 

fazendo com que a geração de radicais livres aumente (se for razão 1:1) ou diminua. Por 

exemplo, o quelante 2,2’ dipiridil (o qual liga-se firmemente com Fe2+ inibindo seu ciclo 

redox), e a DFO (a qual liga-se fortemente somente a Fe3+ inibindo o ciclo redox do ferro e 

bloqueando sua atividade catalítica) possuem atividade antioxidante por impedir a 

formação de uma adequada razão Fe2+/ Fe3+ (Huang e cols., 2002), impedindo dessa forma 

a iniciação, bem como a propagação das reações de peroxidação lipídica dependentes de 

íons ferro. Considerando o que foi exposto, sugerimos que o citrato age como um potente 

antioxidante quando o S1 de cérebro de ratos é usado, porém não tem efeito quando o Fe2+ 

e/ou peróxido de hidrogênio são usados em um sistema para gerar radicais livres. Essas 
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observações estão de acordo com os resultados de Gutteridge, os quais mostram que os 

complexos ferro/citrato foram ativos frente à degradação da desoxirribose induzida por 

ferro e peróxido de hidrogênio. Gutteridge mostrou ainda que aumentando a razão 

ferro/citrato ocorre uma redução na degradação da desoxirribose, obtendo degradação 

máxima quando a razão ferro/citrato aproxima-se de 1:1 (Gutteridge, 1991). 

As concentrações nas quais o oxaloacetato, o malato e o sucinato apresentaram o 

efeito antioxidante são relativamente elevadas e sem significância fisiológica, enquanto que 

as concentrações nas quais o citrato exerceu esse efeito são de relevância fisiológica. Sendo 

assim, podemos sugerir que o citrato pode agir como um antioxidante endógeno em 

situações isquêmicas, as quais estão relacionadas a um aumento na geração de EROs bem 

como na liberação intracelular dos íons ferro.  

Nesse contexto, Mallet relatou o efeito antioxidante do citrato durante a reperfusão 

de tecidos cardíacos sugeitos a isquemia. Em seu trabalho, Mallet demonstrou que o efeito 

antioxidante do citrato está relacionado a um aumento no conteúdo de GSH (Mallet e Sun, 

2003), uma vez que elevados níveis de citrato são capazes de inibir a glicólise ao nível da 

fosfofrutoquinase. Essa inibição ao nível de fosfofrutoquinase levaria a um acúmulo no 

intermediário glicose-6-fosfato, o qual é substrato da Via das Pentoses Fosfato. Com o 

aumento na velocidade dessa via, haveria um aumento na geração de NADPH (Mallet e 

Sun, 2003), o qual é usado pela glutationa redutase na regeneração da GSH a partir de 

GSSG. Porém nós não encontramos um aumento no conteúdo de –SH total, em presença de 

citrato ou sucinato, em nossas condições experimentais. Dessa forma, o efeito do citrato 

não pode ser atribuído a um aumento no conteúdo de –SH. Em nossas condições 

experimentais, a atividade antioxidante do citrato está relacionada principalmente à 

propriedade quelante e não ao seu papel no metabolismo energético. 

 

  



5. CONCLUSÕES  
 

De acordo com os resultados apresentados nesta dissertação podemos concluir que: 

 

- O efeito pró-oxidante do malonato in vitro é independente de seu papel no 

metabolismo energético, e é devido principalmente à capacidade desse composto de 

interagir com íons ferro. 

 

- O efeito do AQ in vitro parece estar diretamente relacionado à ativação dos 

receptores NMDA, bem como parece ser dependente dos íons ferro. 

 

- O efeito antioxidante do citrato, do malato e do oxaloacetato sobre a produção de 

TBARS basal ou induzida por AQ ou Fe2+ é devido à capacidade de tais compostos 

interagirem com íons ferro modulando uma razão Fe2+/Fe3+, inadequada para a 

iniciação e propagação das reações de peroxidação lipídica. 

 

- O efeito pró-oxidante do α-cetoglutarato deve-se à capacidade desse composto em 

ajustar uma razão Fe2+/Fe3+, que favorece o ciclo redox do ferro, levando a um 

aumento na geração de EROs, e conseqüentemente na produção de TBARS. 

 

- O efeito antioxidante do sucinato está relacionado à atividade da SDH. 

 



6. PERSPECTIVAS 

 
 Baseado nos resultados apresentados nessa dissertação faz-se necessário: 

 

 - Estudar o efeito dos intermediários do Ciclo de Krebs frente a outros sistemas pró-

oxidantes, tais como em presença de malonato, na tentativa de melhor elucidar o(s) 

mecanismo(s) pelo(s) qual(is) esses exercem seus efeitos in vitro. 

 

- Avaliar o efeito desses intermediários frente a outras medidas de estresse 

oxidativo, além do TBARS. 

 

- Estudar os mecanismos envolvidos na atividade do oxalato sobre a produção de 

TBARS in vitro.  

 

- Investigar o efeito do oxalato na produção de TBARS em preparações de fígado e 

rim de ratos. 

 

- Caracterizar utilizando técnicas específicas a formação, bem como a reatividade 

dos complexos formados entre os íons ferro e os intermediários do Ciclo de Krebs. 

 

- Avaliar a contribuição dos diferentes complexos, ferro-intermediários do Ciclo de 

Krebs, para a produção de TBARS, em ensaios in vitro.  
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