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RESUMO

M e t i I  ma I o n a t o  ( MMA) e s e c u n d a r i a m e n t e  p r o p i o n a t o  ( P A )  
acumul am-se nos t e c i d o s  de p a c i e n t e s  a f e t a d o s  por  um grupo 
de doenças  h e r e d i t á r i a s  chamada m e t i l m a l o n i c a c i d e m i a . As 
c r i a n ç a s  a f e t a d a s  a p r e s e n t a m  a n o r m a l i d a d e s  n e u r o l ó g i c a s  e um 
grau v a r i á v e l  de r e t a r d o  f í s i c o  e m e n t a l .  Pouco tem s i d o  
f e i t o  pa r a  i d e n t i f i c a r  os mecani smos  que l evam à d i s f u n ç ã o  
n e u r o l ó g i c a  d e s s e s  p a c i e n t e s .  O o b j e t i v o  do p r e s e n t e  
t r a b a l h o  f o i  v e r i f i c a r  o e f e i t o  i s o l a d o  do MMA e do PA s obr e  
p a r â me t r o s  b i o q u í m i c o s  do me t a b o l i s mo  i n t e r m e d i á r i o  c e r e b r a l  
de r a t o s  W i s t a r  de 15 d i a s  de v i d a  em j e j u m de 30 h o r a s .  
Es t udamos  o e f e i t o  d e s t e s  m e t a b ó l i t o s  s ob r e  a u t i l i z a ç a o  de 
g l i c o s e ,  s o b r e  a g l i c ó l l s e  a e r ó b i c a  e a n a e r ó b i c a ,  s o b r e  a 
s í n t e s e  de l i p í d i o s  a p a r t i r  de g l i c o s e  ou a c e t a t o  ma r ca dos  
e sobr e  a u t i l i z a ç a o  de a c e t o a c e t a t o  e b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o . 
Nossos  r e s u l t a d o s  mo s t r a r a m os s e g u i n t e s  e f e i t o s  s o b r e  o 
me t a b o l i s mo  c e r e b r a l  e s t u d a d o :  ( 1 )  MMA aumenta a u t i l i z a ç ã o  
de g l i c o s e ,  mas PA não tem e f e i t o  s obr e  a mesma;  ( E )  MMA e 
PA não i n t e r f e r e m  na a t i v i d a d e  das enz i mas  h e x o q u i n a s e ,  
f o s f o f r u t o q u i n a s e , p i r u v a t o q u i n a s e  e gI i c o s e - 6 - f o s f a t o  
d e s i d r o g e n a s e ; ( 3 )  MMA aumenta e PA d i mi n u i  a p r oduçã o  de
l a c t a t o  a p a r t i r  de g l i c o s e ;  M )  MMA i n i b e  comp<et i t  i v ãmente  
a enzima s u c c i n a t o  d e s i d r o g e n a s e  em c é r e b r o  e também em 
f í g a d o ,  mas PA não tem e f e i t o  s i g n i f i c a t i v o  s o b r e  a
a t i v i d a d e  d e s t a  enz i ma ;  ( 5 )  MMA i n i b e  a p r odução  de COE a 
p a r t i r  de g l i c o s e  ou a c e t a t o  e e s t a  i n i b i ç ã o  é também 
o b s e r v a d a  quando PA e a c e t a t o  e s t ã o  p r e s e n t e s  no meio de 
i n c u b a ç ã o ;  ( 6 )  MMA e PA di mi nuem a s í n t e s e  de l i p í d i o s  a 
p a r t i r  de a c e t a t o ;  <7) MMA i n i b e  a u t i l i z a ç ã o  de b e t a -  
h í d r o x i b u t i r a t o , mas não de a c e t o a c e t a t o  e PA i n i b e  a
u t i l i z a ç ã o  dos d o i s  c o r po s  c e t ô n i c o s ;  e ( 8 )  MMA i n i b e
c o m p e t i t i v ã m e n t e  a a t i v i d a d e  da b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  
d e s i d r o g e n a s e  em c é r e b r o  e f í g a d o  enquant o  PA não tem e f e i t o  
sobr e  e s t a  e nz i ma .  Os r e s u l t a d o s  most ram que o MMA e o PA 
i n t e r f e r e m  s o b r e  a l g u n s  p a r â me t r o s  e s t u d a d o s  do me t a b o l i s m o  
i n t e r m e d i á r i o  do c é r e b r o  de r a t o s  em d e s e n v o l v i m e n t o  e em 
j e j um,  e e s t e s  dados  podem s e r  r e l e v a n t e s  ao e n t e n d i m e n t o  
b i o q u í m i c o  das a l t e r a ç õ e s  c l í n i c a s  e n c o n t r a d a s  na 
m e t i I  ma I o n i c a c i d e m i a . Se e s s e s  achados  oc o r r em em humanos e 
q u a i s  as c o n s e q u ê n c i a s  que podem t e r  em uma c r i a n ç a  com 
met i  I ma I o n i c a c i d e m i a  é o b j e t o  de f u t u r a s  i n v e s t i g a ç õ e s .
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I .  INTRODUÇÃO

1.1.  ERROS INATOS DO METABOLISMO

Em 1908,  S i r  A r c h i b a l d  G a r r o d ,  usou p e l a  p r i m e i r a  vez o 

termo E r r o s  I n a t o s  do M e t a b o l i s m o  <E I M) .  Seus  e s t u d o s  f o r a m 

i n i c i a l m e n t e  r e a l i z a d o s  em p a c i e n t e s  com a I c a p t o n ú r l a , uma 

doença em que o i n d i v í d u o  a f e t a d o  e x c r e t a  g r a n d e s  

q u a n t i d a d e s  de á c i d o  h o m o g e n t í s i c o  na u r i n a ,  o que não 

o c o r r e  em p e s s o a s  n o r m a i s .  E l e  o bs e r v o u  que e s t a  doença  

t i n h a  uma c o n c e n t r a ç ã o  f a m i l i a r  e que f r e q u e n t e m e n t e  um ou 

ma i s  I n d i v í d u o s  na mesma f a m í l i a  eram a f e t a d o s  embora seus  

p a i s  ou o u t r o s  p a r e n t e s  f o s s e m n o r ma i s .  Out ro  f a t o  que 

chamou sua a t e n ç ã o  f o i  a ma i o r  i n c i d ê n c i a  de c o n s a n g u i n i d a d e  

e n t r e  os p a i s  d e s t e s  p a c i e n t e s .  Como na época  as l e i s  de 

Mendel  t i n h a m s i d o  recém d e s c o b e r t a s ,  G a r r o d ,  p r opôs  um

modelo de h e r a n ç a  a u t o s s ô m i c a  r e c e s s i v a  pa r a  e s t e s  

d i s t ú r b i o s .

Além de o b s e r v a r  p a c i e n t e s  com a l c a p t o n ú r I  a , G a r r o d  

também es t udou  o u t r o s  E l M como a c l s t i n ú r l a ,  o a l b i n i s m o  e 

a p e n t o s ú r i a  e d e s e n v o l v e u  o c o n c e i t o  de que e s s e s  E l M eram 

d e v i d o s  à d e f i c i ê n c i a  t o t a l  ou p a r c i a l  de uma s u b s t â n c i a  que 

c a t a l i s a  um d e t e r m i n a d o  passo  em uma r o t a  m e t a b ó l i c a .  E l e  

o b s e r v o u ,  por  exemp l o ,  que o acúmul o  de á c i d o  h o m o g e n t í s i c o  

na u r i n a  de p a c i e n t e s  com a l c a p t o n ú r i a  mo s t r a v a  que e s s a

s u b s t â n c i a  e r a  um m e t a b ó l i t o  normal  da d e g r a d a ç ã o  da

t i r o s l n a  e que seu acúmul o  e r a  d e v i d o  a uma f a l h a  na 

c o n v e r s ã o  do á c i d o  h o m o g e n t í s i c o  a t é  f u ma r a t o  e
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a c e t o a c e t a t o . Novas  d e s c o b e r t a s  f o r a m sendo r e a l i z a d a s ,

t endo s l d o  i d e n t i f i c a d a s  e as p r o t e í n a s  d e f i c i e n t e s  

r e s p o n s á v e i s  p e l o  acúmul o  das s u b s t â n c i a s  na u r i n a  dos 

p a c i e n t e s  i n v e s t i g a d o s  por  G a r r o d .

Ma i s  t a r d e  f o i  demons t r ado  que cada  gene e x e r c i a  

I n f l u ê n c i a  s ob r e  a s í n t e s e  de uma d e t e r m i n a d a  enz i ma ,  a qual  

c a t a l i s a v a  um passo  de uma r o t a  m e t a b ó l i c a .  A p a r t i r  d i s t o ,  

B e a d l e  e Tatum em 1941,  d e s e n v o l v e r a m  o c o n c e i t o  "um gene - 

uma enz i ma"  que,  e n t r e  o u t r a s  c o i s a s ,  e x p r e s s a v a  que t oda  

r eação  b i o q u í m i c a  e s t a v a  sob c o n t r o l e  de um ú n i c o  gene e que 

a mutação d e s t e  o c a s i o n a v a  uma a l t e r a ç ã o  da h a b i l i d a d e  

c e l u l a r  em r e a l i z a r  uma r e a ç ã o  q u í m i c a .  Com o

d e s e n v o l v i m e n t o ,  em anos  ma i s  r e c e n t e s ,  de t é c n i c a s  que 

p e r m i t i r a m  i d e n t i f i c a r  a base b i o q u í m i c a  de a l gumas  doenças  

g e n é t i c a s ,  e n t r e  e l a s  m u i t o s  E l M ,  o c o n c e i t o  "um gene - uma 

enz i ma"  f o i  m o d i f i c a d o  pa r a  "um gene - uma p r o t e í n a " ,

abrangendo a s s i m,  uma c l a s s e  ma i o r  de compo s t os .  H o j e ,  e s t e  

c o n c e i t o  f o i  r e s t r i t o  pa r a  "um c i s t r o n  - uma c a d e i a

p o I I p e p t í d  I c a " , ou s e j a ,  as a l t e r a ç õ e s  g e n é t i c a s  r e s u l t a m  na 

s í n t e s e  q u a l i t a t i v a  ou q u a n t i t a t i v a m e n t e  anormal  de uma 

p r o t e í n a ,  e n z l m á t i c a o u  não ( B e a u d e t  e t  a l . ,  1989 ) .

Quando a c a d e i a  po I i p e p t í d i c a  a f e t a d a  f a z  p a r t e  de uma 

enz i ma,  a d e f i c i ê n c i a  t o t a l  ou s e v e r a  da a t i v i d a d e

e n z i m á t i c a  r e s u l t a  em um b l o q u e i o  de uma r o t a  m e t a b ó l i c a ,  o 

que l e v a ,  por  um l a d o ,  ao acúmul o  de seu s u b s t r a t o ,

p r e c u r s o r e s  e d e r i v a d o s  a n t e r i o r e s  ao b l o q u e i o ,  que podem 

s e r  p r o d u t os  t ó x i c o s  e,  por  o u t r o ,  à f a l t a  de s u b s t â n c i a s
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p o s t e r i o r e s  ao b l o q u e i o  que podem s e r  e s s e n c i a i s  ao 

organ i smo.

Foram d e s c r i t o s  a t é  o momento ma i s  de 300 E l M 

( M c K u s i c k ,  1990 ) ,  a m a i o r i a  d e l e s  e n v o l v e n d o  p r o c e s s o s  de

s í n t e s e ,  d e g r a d a ç ã o ,  t r a n s p o r t e  e a r mazenamento  de m o l é c u l a s  

no o rgan i smo ( B e n s o n  e Fensom,  1985 ) .

A f r e q u ê n c i a  c o n j u n t a  d e s t a s  doe nç a s  é de 

ap r ox i madament e  1 c aso  pa r a  cada  1000 recém n a s c i d o s  ( L u b s ,  

1977) ,  em sua m a i o r i a  h e r d a d a s  de f o rma  a u t o s s ô m i c a  

r e c e s s i v a .  Em m u i t a s  d e s s a s  d e s o r d e n s  a m o r t a l i d a d e  é a l t a  e 

os s o b r e v i v e n t e s  podem a p r e s e n t a r  um gr au  v a r i á v e l  de 

r e t a r d o  f í s i c o  e/ou m e n t a l .  Em o u t r a s ,  a i n s t a l a ç ã o  do

quadro c l í n i c o  é l e n t a ,  l e v a n d o ,  em m u i t o s  c a s o s ,  à

d i s f u n ç ã o  n e u r o l ó g i c a  ( como r e t a r d o  m e n t a l ,  c o n v u l s õ e s )  ou

de o u t r o s  ó r g ã o s .  De v i d o  a e s t e  f a t o ,  o e s t u d o  d e s t a s  

doenças  tem s i d o  mu i t o  I m p o r t a n t e ,  p o i s  a d e s c o b e r t a  da

e t i o p a t o g e n i a  em a l gumas  d e l a s  tem c o n t r i b u í d o  pa r a  um

t r a t a m e n t o  ma i s  e f i c a z ,  baseado  em t e r a p ê u t i c a s  d i e t é t i c a s  e 

me d i c a me n t os a s  com a f i n a l i d a d e  de p r e v e n i r  e/ou a me n i z a r  o 

quadro c l í n i c o .  Em a l g u n s  c a s o s ,  o e s t u d o  a n í v e l  

bl o q u í m l c o - m o l e c u l a r  d e s s a s  p a t o l o g i a s  l e vou  à e l u c i d a ç ã o  de 

r o t a s  m e t a b ó l i c a s  a t é  e n t ã o  d e s c o n h e c i d a s .  Ou t r o  a s p e c t o  que 

e v o l u i u  na ú l t i m a  década  f o i  o d i a g n ó s t i c o  p r é - n a t a l ,  h o j e  

d i s p o n í v e l  pa r a  m u i t a s  d e s s a s  d e s o r d e n s ,  p e r m i t i n d o - s e  que o 

E l M s e j a  d e t e c t a d o  no f e t o  a n t e s  do n a s c i m e n t o ,  

p o s s i b i l i t a n d o  ao c a s a l  o p t a r  p e l a  i n t e r r u p ç ã o  da g e s t a ç ã o  

quando um t r a t a m e n t o  e f i c a z  não é p o s s í v e l .  Mesmo que o E l M 

d e t e c t a d o  não s e j a  t r a t á v e l ,  o d i a g n ó s t i c o  é I m p o r t a n t e  pa r a

3



o a c o n s e l h a me n t o  g e n é t i c o  das f a m í l i a s  e n v o l v i d a s ,  de modo a 

que possam e v i t a r  o n a s c i me n t o  de novos  a f e t a d o s .

A t a b e l a  1.1 mo s t r a  a c l a s s i f i c a ç ã o  dos E I M de a c o r d o  

com a á r e a  do me t a b o l i s mo  e n v o l v i d a .  Os E I M ma i s  

e x a u s t i v a m e n t e  e s t u d a d o s  têm s i d o  os do me t a b o l i s m o  dos

a m l n o á c i d o s .  I s t o  d e r i v a  do f a t o  d e l e s  a p r e s e n t a r e m  uma

f r e q u ê n c i a  p o p u l a c i o n a l  r e l a t i v a m e n t e  a l t a ,  de m u i t o s  d e l e s  

se rem p a s s í v e i s  de d e t e c ç ã o  p r e c o c e  em r e c é m - n a s c i d o s  por  

métodos  s i m p l e s  e de v á r i o s  d e l e s  p o s s u í r e m  um t r a t a m e n t o  

d i e t é t i c o  que,  se a p l i c a d o  p r e c o c e m e n t e , p r e v i n e  a 

i n s t a l a ç ã o  do quadr o  c l í n i c o .  Com o a p r i mo r a me n t o  de 

t é c n i c a s  l a b o r a t o r i a i s  de d i a g n ó s t i c o ,  o u t r o s  E I M p a s s a r a m a 

ganhar  i m p o r t â n c i a  nos ú l t i m o s  a nos .  d e s t a c a n d o - s e  o grupo  

dos E I M dos á c i d o s  o r g â n i c o s .  J á  em 1980,  Ch a l me r s  e t  a l .  

o b s e r v a r a m,  em p a c l e n t e s  h o s p l t a i i z a d o s , que a p r e v a l ê n c i a  

das a c i d ú r i a s  o r g â n i c a s  e r a  a t é  ma i o r  do que a das

a m l n o a c I d o p a t i a s . O u t r o s  t r a b a l h o s  r e a l i z a d o s  a s e g u i r

e n f a t i z a r a m  a f r e q u ê n c i a  r e l a t i v a m e n t e  a l t a  d e s t e s

d i s t ú r b i o s .  0 I n t e r e s s e  por  e s t e  grupo de doe n ç a s  tem s i d o  

c r e s c e n t e ,  mas a i n d a  poucas  I n f o r ma ç õ e s  e s t ã o  d i s p o n í v e i s  na 

l i t e r a t u r a  i n t e r n a c i o n a l .

Ma i s  de *15 doenças  são ho j e  r e c o n h e c i d a s  como a c i d ú r i a s  

o r g â n i c a s ,  nas q u a i s  um ou ma i s  á c i d o s  o r g â n i c o s  acumul am-se  

nos t e c i d o s  dos a f e t a d o s  ( C h a l me r s  e Lawson,  1982 ) .  D e n t r e  

as a c i d ú r i a s  o r g â n i c a s  a m e t I I m a l o n I c a c I d e m i a  é das ma i s  

f r e q u e n t e s ,  com uma p r e v a l ê n c i a  de 1 pa r a  cada  29 . 000  

n a s c i me n t o s  v i v o s  ( L e d l e y  e t  a l . ,  198*0 . A p r o p i o n i c a c i d e m i a
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é um o u t r o  d i s t ú r b i o  p e r t e n c e n t e  à mesma r o t a  m e t a b ó l i c a .

TABELA 1.1 - CL ASS I F I CAÇÃO DOS ERROS INATOS DO METABOLISMO 

DE ACORDO COM A ÁREA DO METABOLISMO ENVOLVIDA

E I M dos ami noác i dos

E 1 M dos á c i d o s  orgân i cos

E I M dos g l 1 c í d 1 os

E 1 M dos l i p í d i os

E I M dos g 1I c o s a m l n o g l l c a n o s

E 1 M das g 1 i c o p r o t e  í nas

E 1 M das pur  i nas e p i r I mi  d I nas

E I M das enz i mas  e r 1t r o c i t á r i a s

E 1 M dos meta i s

E 1 M das 1 i pop r o t e  í nas

E I M dos hormônI  os

E 1 M das p r o t e í n a s  p l a s m á t i c a s

I . 2 .  MET I LMALONI CACI DEMI A

A m e t i I  ma I o n i c a c i d e m i a  f o i  d e s c r i t a  p e l a  p r i m e i r a  vez 

por  O b e r h o l z e r  e t  a i .  e S t o r k e  e t  a l .  em 1967.  C a r a c t e r i z a -  

se p r i n c i p a l m e n t e  pe l o  acúmul o  de m e t I I  ma I o n a t o  < MMA) nos 

t e c i d o s  d e v i d o  a um d e f e i t o  na a t i v i d a d e  da enz i ma

me t l l ma  I o n i l - C o A  mutase  que r e a l i z a  a c o n v e r s ã o  de L-

m e t i l m a l o n i I - C o A  (MMCoA)  a s u c c i n i l - C o A  ( f i g u r a  l . l ) .
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O'*

Valina
Isoleucina
Treonina
Metionina
Colesterol
Ácidos graxos de cadeia ímpar de carbonos

PCoA D-MMCoA L-M M CoA Succin il-CoA

Propionato
Beta - hidrox i - propionato
Metilcitrato
Propionilglicina

*
Metilmalonato

FIQURA 1.1 - ROTA DE DEGRADACAO DA PROPIONIL-CoA A
SUCCINIL -CoA
Legenda: PCoA - proplonll-CoA; MMCoA - 
metllnnalonll-CoA; 1 - proplonll-CoA  
carboxllase; 2 - mettlmalonil-CoA racemase; 3 
- metllmalonll-coA mutase (Rosenberg e Fenton, 
1939).



0 b l o q u e i o  n e s t e  passo  da r o t a  m e t a b ó l i c a  l e va  ao acúmul o  de 

MMCoA, o qual  se c o n v e r t e  e s p o n t a n e a me n t e  em MMA. 0 r e v e r s o  

d e s t a  r e a ç ã o  a t é  h o j e  não f o i  d e s c r i t o .  Ou t r o s  m e t a b ó l l t o s ,  

p r e c u r s o r e s  e d e r i v a d o s ,  acumul am-se  s e c u n d a r i a m e n t e ,  

s a l i e n t a n d o - s e  em p r i m e i r o  l u g a r  o p r o p i o n a t o  ( P A ) ,  

s e g u i n d o - s e  após  b e t a - h i d r o x i p r o p i o n a t o , t i g l a t o ,

m e t i l c i t r a t o  e p r o p I o n i I g I  i c i n a  . A a d m i n i s t r a ç ã o  de 

p r e c u r s o r e s  do PA e do MMA como m e t i o n i n a ,  t r e o n i n a ,  v a l i n a ,  

i s o l e u c i n a ,  c o l e s t e r o l ,  á c i d o s  g r a x os  de c a d e i a  ímpar  de 

c a r bonos  e t i m i n a  é r e s p o n s á v e l  por  um aumento s i g n i f i c a t i v o  

nas c o n c e n t r a ç õ e s  t e c l d u a i s  do MMA e dos o u t r o s  m e t a b ó l l t o s  

n e s t e  d i s t ú r b i o .

Os i n d i v í d u o s  a f e t a d o s  a p r e s e n t a m um quadro  c l í n i c o  

usua l me n t e  s e v e r o  com h i p o t o n i a ,  l e t a r g i a  e p r o g r e s s ã o  

para  coma,  v ô m i t o s  e c o n v u l s õ e s .  Os que s o b r e v i v e m  ao 

e s t á g i o  i n i c i a l  sem t r a t a m e n t o ,  u s u a l me n t e  a p r e s e n t a m  um 

r e t a r d o  ment a l  de gr au  v a r i á v e l .  0 quadro  l a b o r a t o r i a l  

c a r a c t e r i z a - s e  p r i n c i p a l m e n t e  por  a c i d o s e  m e t a b ó l i c a  

o c o r r e nd o  também c e t o n e mi a  ou c e t o n ú r i a ,  h i p e r a m o n e m i a , 

h i p o g I i c e m i a , h i p e r g I  i c i n e m i a , n e u t r o p e n i a  e t r o m b o c i t o p e n i a  

( R o s e n b e r g  e F e n t o n ,  1989 ) .

A l t e r a ç õ e s  m o r f o l ó g i c a s  no s i s t e m a  n e r v o s o  c e n t r a l  a 

n í v e l  de g l o b u s  p a l i d u s ,  em p a c i e n t e s  p o r t a d o r e s  de 

m e t i I  ma I o n i c a c I d e m i a , j á  f o r a m d e s c r i t a s  ( K o r f  e t  a l . ,  1986; 

H e i d e n r e l c h  e t  a l . ,  1988;  de Sous a  e t  a l . ,  1989 e R o o d h o o f t  

e t  a l . ,  1990 ) .  Segundo  de S ous a  e t  a l .  ( 1 9 8 9 ) ,  o s u r g i m e n t o  

d e s t a s  a l t e r a ç õ e s  pode t e r  s i d o  d es e nc a de a do  por e p i s ó d i o s  

de c e t o a c i d o s e ,  mas p r o v a v e l m e n t e  p i o r o u  como r e s u l t a d o  da
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e x p o s i ç ã o  c o n t i n u a d a  a m e t a b ó l i t o s  t ó x i c o s .  E s t a  h i p ó t e s e  

também é s u s t e n t a d a  por  R o o d h o o f t  e t  a l .  ( 1 9 9 0 )  que a f i r m a  

serem os á c i d o s  o r g â n i c o s  a cumu l ados  um dos p r o v á v e i s  

a g e n t e s  c a u s a d o r e s  das l e s õ e s  do g â n g l i o  da base .  Segundo 

e s t e s  a u t o r e s ,  embora dados  de a u t ó p s i a  de p a c i e n t e s  

p o r t a d o r e s  de m e t l l m a  I o n I c a c i d e m l a  s e j a m r a r o s ,  J á  f o i  

demons t r ado  em a l g u n s  p a c i e n t e s  n e c r o s e  do putamen,  

e s p o n g i o s e  e g l i o s e  do g l o b u s  p a l i d u s ,  e s p o n g i o s e  d i f u s a  do 

c ó r t e x  c e r e b r a l ,  da s u b s t â n c i a  b r a nc a  do c é r e b r o  e dos 

h e m i s f é r i o s  c e r e b e l a r e s .  Foram r e l a t a d a s ,  a i n d a ,  

a n o r m a l i d a d e s  n e u r o p s i q u i á t r i c a s  em p a c i e n t e s  com 

m e t i I  ma I o n i c a c i d e m l a  a s s o c i a d a  à d e f i c i ê n c i a  de c o b a l a m i n a  

( L l ndenba um e t  a l . ,  1987 ) .

0 n í v e l  de MMA no sangue  de i n d i v í d u o s  a f e t a d o s  p e l o  

d i s t ú r b i o  é da ordem de 2 , 9  mM e a q u a n t i d a d e  e x c r e t a d a  na 

u r i n a  v a r i a  de 2*10 a 5700 mg/2^ h o r a s ,  emquanto em

i n d i v í d u o s  no r ma i s  o m e t a b ó l i t o  não é d e t e c t a d o  no sangue  e 

a e x c r e ç ã o  u r i n á r i a  d i á r i a  é i n f e r i o r  a 5 mg. R e c e n t e m e n t e ,  

G e r h a r d t  e t  a l .  <1991) ,  r e g i s t r a r a m  o caso  de um p a c i e n t e  

a d u l t o ,  p o r t a d o r  de m e t i l m a l o n i c a c i d e m i a ,  que a p r e s e n t a v a  

n í v e i s  p l a s m á t i c o s  de MMA da ordem de 10 mM e u r i n á r i o s  de 

BlOOmmol/mol  de c r e a t i n l n a .  E s t e  p a c i e n t e  a p r e s e n t a v a  

r e t a r d o  m e n t a l ,  mas as a l t e r a ç õ e s  m o r f o l ó g i c a s  a n í v e l  do 

s i s t e m a  n e r v o s o  c e n t r a l  não puderam s e r  a n a l i s a d a s .  Nos 

poucos  p a c i e n t e s  onde f o i  med i do ,  o n í v e l  de MMA no l í q u i d o  

c é f a l o  r a q u i d i a n o  f o i  i g u a l  ao do p l asma  ( R o s e n b e r g  e 

F e n t o n ,  1989 ) .
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d e s o r d e n s ,  podendo s e r  c l a s s i f i c a d a ,  de a c o r do  com o d e f e i t o

b i o q u í mi c o  e n v o l v i d o ,  em o i t o  v a r i a n t e s .  As duas v a r i a n t e s
o

mai s  comuns são a mut , onde a enzi ma m e t I I  ma I o n I I - C o A

mutase e s t á  t o t a l m e n t e  I n a t i v a ,  e a mut , com H a 75% da

a t i v i d a d e  e n z i m á t l c a  n o r ma l .  C i n c o  v a r i a n t e s  e s t ã o  

r e l a c i o n a d a s  com d e f e i t o s  na s í n t e s e  ou no t r a n s p o r t e  do 

c o f a t o r  da me t i I ma  I o n i I - C o A  mu t a s e ,  a a d e n o s i l c o b a I a m i n a , um 

d e r i v a d o  da v i t a m i n a  B . E s t a s  v a r i a n t e s  f o r am denomi nadas  

Cbl  A, Cbl  B,  Cbl  C,  Cbl  D e Cbl  F .  Na v a r i a n t e  Cbl  A o c o r r e

a d e f i c i ê n c i a  em uma das c o b a l a m l n a s  r e d u t a s e s  m i t o c o n d r i a i s

e na c l a s s e  Cbl  B o c o r r e  a d e f i c i ê n c i a  de c o b ( I ) a I a m i n a  

a d e n o s i I t r a n s f e r a s e . Os o u t r o s  t r ê s  g r u p o s ,  Cbl  C, Cbl  D e 

Cbl  F,  e s t ã o  a s s o c i a d o s  com d e f e i t o s  na s í n t e s e  de 

a d e n o s l l c o b a I a m i n a  e de met i  I c o b a I a m i n a . As v a r i a n t e s  Cbl  D 

e Cbl  C são d e v i d a s  a d e f e i t o s  no me t a b o l i s mo  c i t o s ó l l c o  das 

c o b a l a m l n a s .  A d i f e r e n ç a  e n t r e  as duas r e s i d e  na s e v e r i d a d e  

dos d i s t ú b i o s  a p r e s e n t a d o s ,  sendo o t i p o  C o ma i s  s e v e r o .  Na 

v a r i a n t e  Cbl  F ,  o d e f e i t o  e s t á  no t r a n s p o r t e  da c o b a l a m i n a  

formada pa r a  f o r a  do l i s o s s o m a  ( R o s e n b e r g  e F e n t o n ,  1989 ) .  A 

o i t a v a  v a r i a n t e  de m e t i l m a i o n i c a c i d e m i a  f o i  i d e n t i f i c a d a  por  

L e d l e y  e t  a i .  em 198*1 e denomi nada  de met  i I ma I on i cac  i demi a 

ben i gna ,  p o i s  os p a c i e n t e s ,  a p e s a r  de e x c r e t a r e m  q u a n t i d a d e s  

e l e v a d a s  de MMA na u r i n a  e a p r e s e n t a r e m  uma mut ação  

e n v o l v e n d o  a enz i ma m e t i I m a l o n i l - C o A  mu t a s e ,  não a p r e s e n t a m  

q u a l q u e r  s i n t o m a t o l o g i a .

A m e t i I  ma I o n i c a c i d e m i a  é,  na r e a l i d a d e ,  um c o n j u n t o  de
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d e t e c ç ã o  de a l t a s  c o n c e n t r a ç õ e s  de MMA na u r i n a  e s angue  dos

a f e t a d o s  a t r a v é s  de c r o m a t o g r a f i a  g a s o s a .  Também é p o s s í v e l

r e a l i z a r - s e  o d i a g n ó s t i c o  p r é - n a t a l  a t r a v é s  da q u a n t i f i c a ç ã o

de MMA e m e t i l e i  t r a t o  no l í q u i d o  a m i n i ó t i c o  e de e n s a i o s

e n z l m á t l c o s  em c u l t u r a  de c é l u l a s  d e s t e  l í q u i d o  ( C h a l m e r s  e

Lawson,  1982; Sweetman e t  a l . ,  1982 e Fensom e t  a l . ,  198^ ) .

A i d e n t i f i c a ç ã o  da v a r i a n t e  de m e t l I  ma I o n I c a c I d e m l a

e n v o l v i d a  é r e a l i z a d a  a t r a v é s  de e n s a i o s  e n z l m á t l c o s  em

f l b r o b l a s t o s  c u l t i v a d o s  ln v l t r o  na p r e s e n ç a  ou a u s ê n c i a  de

v i t a m i n a  B e dosagens  s é r i c a s  de c o b a l a m l n a  ( R o s e n b e r g  e 
12

F e n t o n , 1989 ) .

Uma d i e t a  com b a i x a  c o n c e n t r a ç ã o  p r o t é i c a  e

p r i n c i p a l m e n t e  pobre  nos a m l n o á c l d o s  v a l l n a ,  I s o l e u c i n a ,  

m e t i o n l n a  e t r e o n i n a  e o u t r o s  p r e c u r s o r e s  do PA e do MMA tem 

s i d o  o t r a t a m e n t o  empregado pa r a  a m e t i I m a l o n I c a c i d e m i a .  A 

a d i ç ã o  de c a r n l t i n a  à d i e t a  f o i  p r o p o s t a  em 1984 

s i mu l t a n e a me n t e  por  Di Donato  e t  a l .  e por  S u g l y a ma  e t  a l . ,  

t endo-se  mos t r a do  e f i c a z .  A c a r n i t i n a  l i g a - s e  à p r o p i o n i l -  

coA a t r a v é s  da c a r n l t i n a  a c e t i l t r a n s f e r a s e  ( Bohmer  e B r e me r ,  

1968) ,  f a c i l i t a n d o  des s a  forma a e x c r e ç ã o  de p r o p i o n i l - c o A , 

a q u a l ,  segundo Di Donato  e t  a l .  <198^) ,  é e x c r e t a d a  em 

gr andes  q u a n t i d a d e s  por  p o r t a d o r e s  de m e t i I  ma I o n i c a c I d e m i a  e 

de p r o p i o n i c a c l d e m i a , c aus ando  d i m i n u i ç ã o  dos n í v e i s  de

c a r n i t i n a  nos t e c i d o s .  Por  o u t r o  l a d o ,  a f e t a d o s  p e l o s  t i p o s

Cbl  A e Cbl  B me l horam c l í n i c a  e l a b o r a t o r i a l m e n t e  com a

s u p I e me n t a ç ã o  de v i t a m i n a  B à d i e t a .
12

0 d i a g n ó s t i c o  da m e t i I  ma I o n i c a c i d e m i a  é f e i t o  p e l a
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1.3.  MODELOS ANI MAI S  PARA O ESTUDO DE ERROS INATOS DO 

META0OLISMO

A d e f i c i ê n c i a  da a t i v i d a d e  e n z i m á t i c a  nos E I M pode s e r  

d e t e c t a d a  por  e n s a i o s  e s p e c í f i c o s  e os m e t a b ó l i t o s  

acumul ados  podem s e r  d e t e c t a d o s  por a n á l i s e s  b i o q u í m i c a s  dos 

l í q u i d o s  b i o l ó g i c o s  e t e c i d o s  dos p a c i e n t e s  a f e t a d o s .  De s t e  

modo, pode-se  d e t e r m i n a r  a enz i ma e n v o l v i d a  e as  s u b s t â n c i a s  

a cumul adas  e/ou e x c r e t a d a s  em cada  E I M,  mas i s t o  não 

e s c l a r e c e  s ob r e  a c a d e i a  c o mp l e t a  de e v e n t o s  que a f e t a  o 

d e s e n v o l v i m e n t o  de um d e t e r m i n a d o  ó r g ã o ,  como por  exempl o  o 

c é r e b r o  ou o f í g a d o .  Embora ,  às v e z e s ,  a t é  a l o c a l i z a ç ã o  

c e l u l a r  do d e f e i t o  e as e s t r u t u r a s  c e r e b r a i s  a f e t a d a s  s e j am 

c o n h e c i d a s ,  a d i f i c u l d a d e  r e s i d e  em e s t a b e l e c e r  a h i e r a r q u i a  

dos e v e n t o s ,  d i s t i n g u i n d o  e n t r e  c a us a  e e f e i t o  

( H e r s c h k o w i t z , 1982 ) .

Os mode l os  a n i m a i s  de E I M humanos podem s e r  de g r a nde  

a j uda  para  o e s t udo  d e s t e s  mec an i s mos ,  p o i s  p e r mi t e m 

i n v e s t i g a r  i s o l a d a m e n t e  as d i f e r e n t e s  v a r i á v e i s  que podem 

e s t a r  e n v o l v i d a s  com a e t i o p a t o I o g i a  do d i s t ú b i o .  Os mode l os  

a n i ma i s  não mi met i zam c o mp l e t a me n t e  a doença  humana,  mas 

a u x i l i a m  no e n t e n d i me n t o  de a l g u n s  a s p e c t o s  d e s t a ,  como,  por  

exempl o,  os e f e i t o s  dos m e t a b ó l i t o s  s ob r e  o m e t a b o l i s m o  de 

d e t e r m i n a d o s  ó r g ã o s .  A l gun s  mode l os  a n i m a i s  que p r o c u r a m 

m i m e t i z a r  a m e t i I  m a l o n i c ac I demi a  f o r a m d e s c r i t o s  na 

I i t e  r a t u  ra .

O p r i m e i r o  modelo an i ma l  p r o p o s t o  p a r a  a 

m e t i I  ma I o n i c a c I d e m i a  b a s e i a - s e  na r e t i r a d a  da v i t a m i n a  B
12

da d i e t a  ( B a r n e s  e t  a l . ,  1963; W i l l i a m  e t  a l . ,  1969;
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C a r d i n a l e  e t  a l . ,  1969;  Weidemann e K r e b s ,  1969 e O r l a n d o  e t  

a l . ,  1973 ) ,  l e v a n d o  à e x c r e ç ã o  u r i n á r i a  e l e v a d a  de MMA

d e v i d a  à d e f i c i ê n c i a  do c o f a t o r  a d e n o s i I c o b a l a m l n a . Embora

e s t e  modelo t e n h a  s i d o  ú t i l  pa r a  o e s t u d o  de v á r i a s  

a l t e r a ç õ e s  b i o q u í m i c a s  e n v o l v i d a s  n e s t a  p a t o l o g i a ,  e l e  c a u s a  

anemia  m e g a I o b I á s t i c a  nos a n i m a i s ,  f a t o  não o b s e r v a d o  na 

m e t I I m a l o n l c a c l d e m i a  humana.

P a t e l  e t  a l .  ( 19 7 6 )  p r opuse r am um mode l o  agudo pa r a  

m e t I I  ma I o n i c a c I d e m I  a baseado em t r ê s  i n j e ç õ e s

i n t r a p e r i t o n e a i s  de MMA em r a t o s  de uma semana de v i d a  com

i n t e r v a l o s  de duas  ho r a s  e n t r e  cada  i n j e ç ã o .  Os a u t o r e s  não

r e g i s t r a r a m  o n í v e l  de MMA no sangue  e o u t r o s  t e c i d o s  dos 

r a t o s  s u bme t i do s  a e s t e  t r a t a m e n t o .  E s t e  mo de l o ,  embora 

t e nha  s i mu l a d o  a doença  e se p r e s t a d o  p a r a  os e s t u d o s  

b i o q u í m i c o s  p r o p o s t o s ,  causou uma m o r t a l i d a d e  de 10% no 

grupo e x p e r i m e n t a l ,  t a l v e z  d e v i d o  às a l t a s  dos e s  de MMA 

l n j e t a d a s .

B h a t t  e L i n n e l  em 1983 d e mo ns t r a r a m que 

e s t r e p t o z o t o c I  n a , uma droga  que u s u a l me n t e  p roduz  d i a b e t e  

m é l i t o ,  i n d u z i a  met i  I ma l o n i c a c i d ú r i a . Em 1989,  B a i l e y  e t  

a l . ,  c o n t e s t a r a m  e s t e  modelo a f i r m a n d o  que os n í v e i s  de MMA 

e n c o n t r a d o s  no p l asma e nos t e c i d o s  d e s t e s  a n i m a i s  não 

e s t a v a m e l e v a d o s ,  sendo p o r t a n t o  i nadequado  p a r a  o e s t u d o  da 

m e t i I  ma I o n I c a c i d e m i a . E s t e s  a u t o r e s  q u a n t i f i c a r a m  MMA por  

c r o m a t o g r a f I  a ga s os a  a s s o c i a d a  a e s p e c t r o m e t r I  a de massa ,  

uma t é c n i c a  mu i t o  ma i s  s e n s í v e l  do que a c r o m a t o g r a f i a  por  

camada d e l g a d a  u t i l i z a d a  por  B h a t t  e L i n n e l l  ( 1 9 8 3 ) .
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Dut r a  ( 1 9 8 7 )  e Du t r a  e t  a l .  ( 1991 )  p r opuse r am um mode l o  

pa ra  e s t u d a r  o e f e i t o  i s o l a d o  do MMA, baseado  na

a d m i n i s t r a ç ã o  c r ô n i c a  s u b c u t â n e a  de MMA tamponado duas  v e z e s  

ao d i a  d u r a n t e  o p e r í o d o  de d e s e n v o l v i m e n t o  p ó s - n a t a l  do 

r a t o .  Não f o i  v e r i f i c a d a  nenhuma m o r t a l i d a d e  no grupo 

e x p e r i m e n t a l  e os n í v e i s  de MMA p l a s m á t i c o  a t i n g i d o s  por

e s t e  grupo f o r a m s i m i l a r e s  a q u e l e s  e n c o n t r a d o s  na

m e t l l m a l o n I c a c l d e m i a  humana.  E s t e  modelo f o i  u t i l i z a d o  p a r a  

e s t u d o s  c o m p o r t a m e n t a i s  em r a t o s  a d u l t o s  e também p a r a  a 

d e t e r m i n a ç ã o  do e f e i t o  da a d m i n i s t r a ç ã o  c r ô n i c a  do MMA s o b r e  

as c o n c e n t r a ç õ e s  de g a n g l i o s í d l o s ,  DNA, RNA e p r o t e í n a s  no 

c é r e b r o  e c e r e b e l o  dos mesmos ( W a j n e r  e t  a l . ,  1988; D u t r a  e t  

a I . ,  1991 ) .

R e c e n t e m e n t e ,  B r a s s  e t  a l .  ( 1 9 9 0 ) ,  p r o d u z i r a m

m e t I I  ma I o n i c a c i d e m i a  em r a t o s  após a a d m i n i s t r a ç ã o

s u b c u t â n e a  de um a n á l og o  da c o b a l a m i n a ,  a

h I d r o x I c o ba I aml naCc-1 a c t amo ] .  A a d m i n i s t r a ç ã o  in v i v o  d e s t e

composto causou  uma d i m i n u i ç ã o  nos n í v e i s  de c o b a l a m i n a  e um

d e c r é s c i mo  na a t i v i d a d e  da m e t i I  ma I o n i l - C o A  mutase  no f í g a d o

dos r a t o s .  Os a n i m a i s  t r a t a d o s  com e s t e  a n á l o g o  da

c o b a l a mi n a  a p r e s e n t a r a m  uma e x c r e ç ã o  u r i n á r i a  de MMA, 700

v ezes  ma i o r  que os a n i m a i s  c o n t r o l e s ,  um aumento na e x c r e ç ã o

u r i n á r i a  de p r o p i on i  l c a r n i t i n a  e um aumento no c o n t e ú d o  de

ac l I c a r n111 na de c a d e i a  c u r t a  no p l asma e f í g a d o .  Os a u t o r e s

a f i r ma m que o t r a t a m e n t o  com h i d r o x i c o b a I a m i n a t c - I a c t a m o ]

produz d e f e i t o s  m e t a b ó l i c o s  menos h e t e r o g ê n e o s  do que o

t r a t a m e n t o  com r e t i r a d a  de v i t a m i n a  B da d i e t a  e também
15

que J á  com 5 semanas  de t r a t a m e n t o  os a n i m a i s  d e s e n v o l v e m
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d e s e n v o l v i d a  p e l a  remoção da v i t a m i n a  B , a qual  n e c e s s i t a
12

de 12 a 30 semanas  de d i e t a  e s p e c i a l  pa ra  p r o d u z i r  os 

r e s u l t a d o s  e s p e r a d o s .

I . * .  E F E I T O S  00 METI LMALONATO,  PROPIONATO E SEUS DERIVADOS

E PRECURSORES  SOBRE 0 METABOLI SMO I NTERMEDI ÁRI O

Pouco tem s i d o  d e s c r i t o  na l i t e r a t u r a  s obr e  os e f e i t o s

do MMA e do PA,  p r i n c i p a i s  m e t a b ó i i t o s  a cumu l a dos  na

me t i l ma  I o n i c a c i d  emia e p r o p i o n i c a c i d e m l a , s o b r e  o

me t a b o l i s mo  dos i n d i v í d u o s  a f e t a d o s ,  e mai s  e s p e c i f i c a m e n t e

s obr e  o m e t a b o l i s m o  i n t e r m e d i á r i o  c e r e b r a l .  Os t r a b a l h o s

p u b l i c a d o s ,  na m a i o r i a  das v e z e s  em f i g a d o  de r a t o s ,

u t i l i z a m  p r e c u r s o r e s  ou d e r i v a d o s ,  bem como a n á l o g o s  d e s t e s

á c i d o s  o r g â n i c o s ,  numa t e n t a t i v a  de r e l a c i o n á - l o s  com as

p r i n c i p a i s  a l t e r a ç õ e s  b i o q u í m i c a s  p r e s e n t e s  n e s t a s

p a t o l o g i a s ,  como por  exempl o ,  a h I p o g I i c e m  I a , a c e t o n e m l a ,  a

h I p e r g I i c I n e m l a  e a h I p e r a m o n e m i a .

U t t e r  e t  a l .  ( 1 9 7 0 )  p e s q u i s a r a m  o e f e i t o  da MMCoA s o b r e

a p i r u v a t o  c a r b o x i l a s e  e o b s e r v a r a m que a q u e l e  m e t a b ó l l t o

i n i b i a  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  e s t a  enz i ma g I i c o ne o g ê n I  c a . P a r a

e l e s ,  e s t a  i n i b i ç ã o  p o d e r i a  c a u s a r  d i m i n u i ç ã o  da

g I I c o ne ogê ne s e  l e v a n d o  à h l p o g l i c e m i a  e n c o n t r a d a  nos

p a c i e n t e s  com m e t I l m a  I o n i c a c i d e m l a .

Weideman e t  al  ( 1 9 7 0 )  o b s e r v a r a m que MMA i n i b i a  a

g l i c o n e o g ê n e s e  a p a r t i r  de PA em f í g a d o  e r i m de r a t o s

d e f i c i e n t e s  em v i t a m i n a  B . Os a u t o r e s  a f i r m a r a m  que e s t a
12

uma m e t i I  ma I o n i c a c i d ú r i a  t ã o  s e v e r a  q u a n t o  a q u e l a
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não p o d e r i a  c o r r e s p o n d e r  a uma i n i b i ç ã o  da p i r u v a t o

c a r b o x i l a s e ,  p o i s  e s t a  enz i ma não e s t á  e n v o l v i d a  na f o r ma ç ã o

de g l i c o s e  a p a r t i r  de PA.  A mesma i n i b i ç ã o  não f o i

v e r i f i c a d a  a p a r t i r  de l a c t a t o ,  s u c c l n a t o  e f u m a r a t o .  Quando

h i d r o x i c o b a l a m i n a  e r a  a d i c i o n a d a  ao meio de i n c u b a ç ã o ,  a

c a p a c i d a d e  das f a t i a s  de c ó r t e x  de r i m de m e t a b o I i z a r e m  o PA

v o l t a v a  ao n o r ma l .  Os r e s u l t a d o s  mo s t r a r a m que r a t o s

d e f i c i e n t e s  em v i t a m i n a  B formavam menos g l i c o s e  e
12

cap t avam menos PA que os r a t o s  n o r ma i s .

W i l l i a m s o n  e t  a l .  ( 1 9 7 0 ) ,  t r a b a l h a n d o  com 

b u t I l m a  I o n a t o , um a n á l o g o  do m a l o n a t o ,  v e r i f i c a r a m  que e s t e  

composto I n i b i a  c o m p e t i t i v ã m e n t e  o t r a n s p o r t e  de ma i a t o  

a t r a v é s  da m l t o c ô n d r i a  de f í g a d o  de r a t o s  em j e j um e também 

a t r o c a  de m a i a t o  por  f o s f a t o  i n o r g â n i c o .  Além d i s s o ,  p e l o s  

r e s u l t a d o s  o b t i d o s ,  c o n c l u í r a m  que p ode r i a m ha ve r  p o s s í v e i s  

s í t i o s  i n i b i t ó r i o s  a n í v e l  t a s  enz i mas  p i r u v a t o  c a r b o x i l a s e ,  

g l i c e r a l d e í d o - f o s f a t o  des I  d r o g e n a s e  e f r u t o s e - d I  f o s f a t o

f o s f a t a s e  ou s í t i o s  a t i v a d o r e s  a n í v e l  da p i r u v a t o q u i n a s e  e 

f o s f o f r u t o q u i n a s e . A i n i b i ç ã o  do t r a n s p o r t e  m i t o c o n d r i a l  de 

ma i a t o  por  MMA f o i  c o n f i r m a d a  no ano s e g u i n t e  por  H a l p e r i n  

e t  a l .  ( 1971 )  em m i t o c ô n d r i a  de f í g a d o  de r a t o .  Os a u t o r e s  

u t i l i z a r a m  MMA e v e r i f i c a r a m  que o mesmo e r a  s u b s t r a t o  pa r a  

o s i s t e m a  de t r a n s p o r t e  de ma l a t o ,  a l f a - c e t o g l u t a r a t o  e 

i s o c i t r a t o ,  embora a i n i b i ç ã o  f o s s e  e s p e c í f i c a  pa r a  o 

s i s t e m a  de t r a n s p o r t e  do p r i m e i r o  m e t a b ó l i t o .

A i n i b i ç ã o  da i n c o r p o r a ç ã o  de a c e t i l - C o A  e m a l o n i l - C o A  

em á c i d o s  g r a x o s  por  MMCoA em f í g a d o  de r a t o  f o i  d e s c r i t a  

por  C a r d i n a l e  e t  a l .  em 1970.  Os r e s u l t a d o s  mo s t r a r a m também
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que MMCofl se i n c o r p o r a  nas p o s i ç õ e s  não t e r m i n a i s  dos 

á c i d o s  g r a xos  r e s u l t a n d o  em á c i d o s  g r a x o s  s a t u r a d o s  e 

r a m i f i c a d o s .  Segundo os a u t o r e s ,  é p o s s í v e l  que a s í n t e s e  

desses  á c i d o s  g r a x o s  a n o r m a i s  a f e t e  as p r o p r i e d a d e s  das 

membranas onde e l e s  e s t i v e r e m  I n c o r p o r a d o s .

Ando e t  a l .  ( 1 9 7 2 ) ,  por  sua v e z ,  v e r i f i c a r a m  que o 

m e t i I c I  t r a t o , f o r mado  p e l a  c o n d e n s a ç ã o  i n t r a m i t o c o n d r I  a I da

p r o p i o n i I - C o A  com o o x a l a c e t a t o ,  I n i b e  a c i t r a t o  s i n t a s e  e a

i s o c i t r a t o  d e s i d r o g e n a s e  a t r a v é s  de um e f e i t o  s i m i l a r  ao do

f l u o r c i t r a t o  ou f l u o r a c e t a t o . I s t o  p o d e r i a  c o n t r i b u i r  pa r a  

um aumento no n í v e l  dos c o r p o s  c e t ô n i c o s  por  c o n v e r s ã o  do

c i t r a t o  acumul ado  em a c e t i l - C o A  e d e s t a  em a c e t o a c e t a t o .

A i n i b i ç ã o  da a c e t i l - C o A  c a r b o x i l a s e  e da á c i d o  gr axo

s i n t a s e  por  MMCoA em f í g a d o  e t e c i d o  n e r v o s o  de r a t o s

t r a t a d o s  com d i e t a  d e f i c i e n t e  em v i t a m i n a  B f o i  d e s c r i t a
1«?

por F r e n k e l  e t  a l .  ( 1 9 7 3 ) .  Em 198*1, Wah l e  e t  a l . ,  

demons t r a r am que MMCoA I n i b e  a á c i d o  gr axo  s i n t a s e ,  a 

a c e t i l - C o A  c a r b o x i l a s e  e a p r o p i o n I I - C o A  c a r b o x i l a s e  e

p r o p i o n i I - C o A  i n i b e  a a c e t i l - C o A  c a r b o x i l a s e  em g l â n d u l a  

mamár i a de b o v i n o s .

Em 1975, Chema-Dadh l i  e t  a l ,  c o n f i r m a r a m  os dados

o b t i d o s  por  Ando e t  a l .  ( 1 9 7 2 ) .  Os a u t o r e s  v e r i f i c a r a m  que

m e t i l c i t r a t o  I n i b e  a c i t r a t o  s i n t a s e ,  a i s o c i t r a t o  

d e s i d r o g e n a s e  e a a c o n i t a s e  de f í g a d o  de r a t o .

Por  o u t r o  l a d o ,  a b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  d e s i d r o g e n a s e  de 

f í g a d o  de por co  e c o r a ç ã o  de r a t o ,  por co  e boi  é i n i b i d a  

c o m p e t i t i v ã m e n t e  p e l o  MMA ( Ta n  e t  a l . ,  1975 ) .  Embora não
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ha j a  nenhum t r a b a l h o  demons t r ando  a i n i b i ç ã o  da b e t a -

h i d r o x i b u t i r a t o  d e s i d r o g e n a s e  no c é r e b r o ,  P a t e l  e t  a l .

( 1976 )  v e r i f i c a r a m  que a o x i d a ç ã o  a t é  CO de b e t a -
2

h i d r o x i b u t i r a t o  mar cado  e sua i n c o r p o r a ç ã o  em l i p í d i o s

c e r e b r a i s  por  f a t i a s  de c ó r t e x  c e r e b r a l  de r a t o s  de uma

semana de v i d a  são s i g n i f i c a t i v a m e n t e  i n i b i d a s  por  MMA.

Obse r va r am também que MMA não p os s u i  e f e i t o  s o b r e  a o x i d a ç ã o

de a c e t o a c e t a t o , g l i c o s e  e a c e t a t o  a CO por  f a t i a s  de
2

c é r e b r o .  Também f o i  v e r i f i c a d o  p e l o s  mesmos a u t o r e s  que a 

s í n t e s e  de l i p í d i o s  c e r e b r a i s  e s t a v a  d i m i n u í d a  quando PA e r a  

a d i c i o n a d o  ao melo de i n c u b a ç ã o  a p a r t i r  de a c e t a t o  ma r c a d o .

J á  A r i n z e  e t  a l .  ( 1 9 7 9 )  v e r i f i c a r a m  em f í g a d o  de r a t o  

que MMA i n i b e  a gI i c o n e o g ê n e s e  a p a r t i r  de l a c t a t o ,  PA,  

p i r u v a t o  e a l a n i n a ,  mas não a p a r t i r  de g l i c e r o l  e x i l i t o l ,  

o que os f e z  c o n c l u í r e m  que o s í t i o  de i n i b i ç ã o  s e r i a

a n t e r i o r  ao n í v e l  das t r i o s e s  f o s f a t o  na r o t a  

g I l coneogên I  c a , podendo c o r r e p o n d e r  ao t r a n s p o r t e  de 

m e t a b ó l i t o s  a t r a v é s  da membrana m i t o c o n d r i a l .

Uma das p o s s í v e i s  c a u s a s  pa r a  a h i p e r g I  i c i n e m i a  f o i  

l e v a n t a d a  por  H i l l m a n  e Ot t o  (197*1). E s t e s  a u t o r e s  

o bs e r v a r a m que a o x i d a ç ã o  da g l i c i n a  à s e r i n a  e r a  i n i b i d a  

por i s o l e u c i n a  e t i g l a t o  (um c a t a b ó l i t o  do m e t a b o l i s m o  da 

i s o l e u c i n a )  em c u l t u r a  de f i b r o b l a s t o s  humanos.  E s t e s  d o i s  

compostos  e s t ã o  p r e s e n t e s  em q u a n t i d a d e s  s i g n i f i c a t i v a s  nos 

p a c i e n t e s  com m e t i I  ma I o n i c a c i d e m i a  e p r o p i o n i c a c i d e m i a .

A h i p e r a m o n e m i a , p r e s e n t e  na me t i l m a  I o n i c a c i d e m i a  e na 

p r o p I o n I c a c i d e m i a , f o i  e s t u d a d a  por  G l a s g o w  e Chase  ( 1 9 7 6 ) .  

E l e s  o b s e r v a r a m que PA i n i b e  a s í n t e s e  de u r é i a  em f a t i a s  de
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f í g a d u  de r a t o s  com amónia como s u b s t r a t o ,  embora o mesmo 

não o c o r r e s s e  quando a s p a r t a t o  ou c i t r u l i n a  eram u t i l i z a d o s  

como s u b s t r a t o s .  Foi  v e r i f i c a d o  também que PA não i n i b e  

d i r e t a m e n t e  a enzima c a r b a m i I - f o s f a t o  s i n t e t a s e  I ou a 

o r n i t i n a  t r a n s c a r b a m i l a s e , s u g e r i n d o  que o b l o q u e i o  não s e j a  

d e v i d o  à d e p l e ç ã o  de o r n i t i n a  ou à ação d i r e t a  do PA s o b r e  

as enz i mas  a c i ma ,  os a u t o r e s  sugerem,  como s í t i o s  de 

b l o q u e i o ,  uma i n i b i ç ã o  d i r e t a  p e l a  PCoA do t r a n s p o r t e  de 

c i t r u l i n a  e o r n i t i n a  a t r a v é s  da membrana m l t o c o n d r i a l  ou a 

d e p l e ç ã o  de um s u b s t r a t o  da r e a ç ã o  da c a r b a m i I - f o s f a t o  

s i n t e t a s e  I .

Em 1979, Coude e t  a i .  demons t r a r a m uma i n i b i ç ã o  

c o m p e t i t i v a  da s í n t e s e  de N - a c e t i l g I u t a m a t o  ( a t i v a d o r  

a l o s t é r i c o  da c a r b a mi l  f o s f a t o  s i n t e t a s e  I )  por  PCoA em

r e l a ç ã o  à a c e t i l - C o A .  Foi  também v e r i f i c a d o  que o PA r eduz  a 

s í n t e s e  da u r é i a  a 60% do normal  a p a r t i r  de o r n i t i n a  e 

amónia em f í g a d o  de r a t o .  J á  S t e w a r t  e W a l s e r  ( 1 9 8 0 ) ,  

baseados  no aumento dos n í v e i s  de a s p a r t a t o  e c i t r u l i n a  de

r a t o s  t r a t a d o s  com MMA, c o n c l u í r a m  que o MMA pode e x e r c e r

e f e i t o  I n i b i t ó r i o  sobr e  a a r g i n i n o s s u c c i n a t o  s i n t e t a s e .  Al ém 

d i s s o ,  e s t e s  a u t o r e s  sugerem um o u t r o  mecani smo pa r a  a 

h i p e r a m o n e m i a . A d e f i c i ê n c i a  do s u b s t r a t o  a c e t i l - C o A  ou a 

i n i b i ç ã o  c o m p e t i t i v a  da N - a c e t l l g l u t a m a t o  s i n t e t a s e  por  

PCoA l e v a r i a  à d i m i n u i ç ã o  da s í n t e s e  de N - a c e t i I g I u t a m a t o  

e,  c o n s e q u e n t e me n t e ,  ao aumento dos n í v e i s  p l a s m á t i c o s  de

amôn i a .

Em 1988, Ha y a s a ka  e t  a i . ,  o b s e r v a r a m que p a c i e n t e s  com
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prop i  oni  cac  i demi a e met i  I ma I o n i c a c i d e m i a  p o s s u í a m a 

a t i v i d a d e  da c i t o c r o m o  o x i d a s e  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  r e d u z i d a  

quando compar ados  com i n d i v í d u o s  n o r m a i s ,  mas não 

c o n s e g u i r a m  d e m o n s t r a r  q u a l q u e r  e f e i t o  do PA,  MMA, t i g l a t o ,  

s u c c i n a t o ,  p r o p i o n i l - C o A  e t i g l i í - C o A  soür e  a a t i v i d a d e  da 

c i t o c r o m o  o x i d a s e  de m i t o c ô n d r i a  de f í g a d o  de r a t o .

P a t e l  e t  a l .  ( 1 9 8 3 )  em e s t u d o s  com f í g a d o  de r a t o  

v e r i f i c a r a m  que e s t e  m e t a b ó l i t o  quando em b a i x a  c o n c e n t r a ç ã o  

<0,5mM) i n i b e  o compl exo e n z i m á t i c o  da p i r u v a t o  

d e s l d r o g e n a s e , mas na c o n c e n t r a ç ã o  de 10 mH, o e f e i t o  é de 

a t i v a ç ã o .  A i n i b i ç ã o  e n z i m á t i c a  f o i  e x p l i c a d a  p e l a  

d i m i n u i ç ã o  dos n í v e i s  de coenz i ma  A l i v r e  ( a t i v a d o r  da 

p i r u v a t o  d e s i d r o g e n a s e  ) e a a t i v a ç ã o ,  por um e f e i t o  d i r e t o  

do PA s o b r e  a p i r u v a t o  d e s i d r o g e n a s e  q u i n a s e  i n i b i n d o - a  e 

c o n s e q u e n t e me n t e  a t i v a n d o  o compl exo p i r u v a t o  des I  d r o g e n a s e . 

O e f e i t o  a t i v a d o r  f o i  comprovado quando ATP f o i  a d i c i o n a d o  

ao meio de i n c u b a ç ã o  c on t e ndo  PA.  Ne s t e  c a s o ,  o PA a n u l a  o 

e f e i t o  do ATP s o b r e  a p i r u v a t o  d e s i d r o g e n a s e  q u i n a s e  que 

permanece  na f o rma  d e f o s f o r i  l ada  e i n a t i v a ,  p e r m i t i n d o  o 

f u n c i o n a m e n t o  do compl exo p i r u v a t o  d e s i d r o g e n a s e .

Em 1988,  W a j n e r  e t  a l . ,  o b s e r v a r a m que r a t o s  t r a t a d o s
o o

c r o n i c a m e n t e  com MMA, do 5 ao 85 d i a  de v i d a ,  possuem 

n í v e i s  de gangI  i o s í d i o s  c e r e b e l a r e s  menores  ao f i n a l  do 

t r a t a m e n t o  quando comparados  com r a t o s  que ha v i a m r e c e b i d o  

s o l u ç ã o  s a l i n a  d u r a n t e  o mesmo p e r í o d o .  Os n í v e i s  de DNA no 

c e r e b e l o  d e s t e s  a n i m a i s  não e s t a va m a l t e r a d o s  i n d i c a n d o  uma 

p r o v á v e l  ação do MMA s obr e  a s i n a p t o g ê n e s e .
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1.5.  METABOLI SMO I NTERMEDI ÁR I O NO CÉREBRO DE RATOS EM 

DESENVOLVI  MENTO

O c é r e b r o  de r a t o s  em d e s e n v o l v i m e n t o  u t i l i z a  como 

f o n t e  e n e r g é t i c a  f u n d a m e n t a l m e n t e  g l i c o s e  e c o r p o s  

c e t ô n i c o s .  Aos 18 d i a s  de v i d a  e s t e s  do i s  n u t r i e n t e s  são 

u t i l i z a d o s  em I g u a i s  p r o p o r ç õ e s  p e l o  t e c i d o  c e r e b r a l  ( C r e me r  

e Hea t h ,  197^ ) .  Al ém d e s t e s  compo s t os ,  o c é r e b r o  é capaz  de 

o x i d a r  g l l c e r o l ,  p i r u v a t o ,  l a c t a t o  e g l u t a m l n a  pa r a

produção de e n e r g i a  ou como p r e c u r s o r e s  de component es

e s t r u t u r a i s  e de n e u r o t r a n s m i s s o r e s , embora c o n t r i b u i n d o  

s i g n i f i c a t i v a m e n t e  menos quando comparados  com a g l i c o s e  e 

os co r pos  c e t ô n i c o s  ( C r e m e r ,  1981; H e r t z  e t  a I . ,  1983 ) .

No p e r í o d o  de amament ação ,  a t é  ap r ox i madament e  25 d i a s  

de v i d a  do r a t o ,  a p e s a r  de h a v e r  g l i c o s e  d i s p o n í v e l  em 

c o n c e n t r a ç ã o  c o n s i d e r á v e l  no sangue  (6mM) ,  o c é r e b r o  d e s t e  

animal  possu i  uma c a p a c i d a d e  l i m i t a d a  pa r a  u t i l i z á - l a ,  t a n t o  

a e r ó b i c a  quan t o  a n a e r o b i c a m e n t e  ( B o o t h  e t  a l . ,  1980 ) .  0

l e i t e  ma t e r no  p o s s u i  uma a l t a  c o n c e n t r a ç ã o  de l i p í d i o s  

( 1 2 , 3 %  de l i p í d i o s ,  9 , 2%  de p r o t e í n a s  e 3% de g l i c í d i o s ) ,  

que ao serem d e g r a d a d o s  produzem a l t o s  n í v e i s  de c o r p o s  

c e t ô n i c o s  no sangue  dos r a t o s  (Dymza e t  a l . ,  196^ ) .  Com i s t o  

os co r pos  c e t ô n i c o s  t o r na m- s e  d i s p o n í v e i s  como c o m b u s t í v e l  

e n e r g é t i c o  pa r a  o c é r e b r o  que pass a  a u t i l i z á - l o s  pa r a  

manter  seu m e t a b o l i s m o  o x i d a t i v o .

A g l i c o s e  e os c o r p o s  c e t ô n i c o s  n e c e s s i t a m  a t r a v e s s a r  a 

b a r r e i r a  h e m a t o e n c e f á l  i c a  pa r a  a t i n g i r  o c é r e b r o .  A g l i c o s e  

u t i l i z a  pa r a  i s s o  o s i s t e m a  de c a r r e a d o r e s  de he xos e s
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<0l d e n d o r f , 198G) .  0 t r a n s p o r t e  é p a s s i v o  e f u n c i o n a  em

ambas as d i r e ç õ e s ,  ou s e j a ,  p a r a  d e n t r o  e pa r a  f o r a  do

ór gã o ,  e é i n d e p e n d e n t e  de s ó d i o .  J á  o b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  

e o a c e t o a c e t a t o  a t r a v e s s a m  a b a r r e i r a  pe l o  s i s t e m a  de 

c a r r e a d o r e s  de á c i d o s  mo n o c a r b o x í I  i c o s , u t i l i z a d o  também por  

o u t r o s  á c i d o s  como o l á t i c o ,  p l r ú v i c o ,  a c é t i c o ,  b u t í r i c o  e 

p r o p i ô n i c o  ( O l d e n d o r f ,  1980 ) .

Uma vez d e n t r o  do c é r e b r o ,  e s t e s  n u t r i e n t e s  n e c e s s i t a m  

s e r  o x i da dos  pa r a  a p r oduçã o  de e n e r g i a .  As a t i v i d a d e s  das 

enz i mas  de o x i d a õ a  da g l i c o s e  e dos c o r p o s  c e t ô n i c o s  v a r i a m  

de acor do  com a i dade  do r a t o  e não obedecem ao mesmo padr ão  

de d e s e n v o I v  i m e n t o .

C o n s i d e r a n d o  a g l i c ó l i s e ,  pode-se  o b s e r v a r  que as suas  

p r i n c i p a i s  enz i mas  vão aumentando de a t i v i d a d e  d u r a n t e  o

p e r í o d o  de amamentação do r a t o .  A h e x o q u l n a s e  aos 5 d i a s  de 

v i d a  possu i  uma a t i v i d a d e  de 40% quando comparada  com a f a s e  

a d u l t a ,  sendo que a p a r t i r  dos 15 d i a s  de v i d a  o c o r r e  um

aumento de 3 v e z e s  na a t i v i d a d e  da f orma m i t o c o n d r i a l  e um

menor aumento na forma c i t o s ó l i c a  a t é  a t i n g i r  os v a l o r e s  da 

I dade a d u l t a ,  o que o c o r r e  ao r e d o r  de 30 d i a s  de v i d a  

( Mac Donne l l  e G r e e n g a r d ,  1974; Boo t h  e t  a I . ,  1980;  Leong e 

C l a r k ,  1984a ) .  A p i r u v a t o q u i n a s e  pos s u i  um d e s e n v o l v i m e n t o  

s e me l h a n t e .  Aos 15 d i a s  de v i d a  do r a t o  sua a t i v i d a d e  

e q u i v a l e  ao dobro da a t i v i d a d e  ao n a s c e r  e a 50% da 

a t i v i d a d e  na i dade  a d u l t a  ( Ma c D o n n e l l  e G r e e n g a r d ,  1974 ) .

Ass i m como e s t a s  e n z i ma s ,  a a t i v i d a d e  da a l d o l a s e  e da 

l a c t a t o  d e s i d r o g e n a s e  aumenta  l i n e a r m e n t e  a t é  30 e 35 d i a s  

de v i d a ,  r e s p e c t i v a m e n t e ,  quando a t i n g e m  os v a l o r e s  de
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a n i ma i s  a d u l t o s  ( Ma c Do n n e l l  e G r e e n g a r d ,  1974; Land e t  a l . ,  

1977; Booth  e t  a l . ,  1980;  Leong e C l a r k ,  1984a ) .

Out r a  enz i ma i m p o r t a n t e  de d e g r a d a ç ã o  da g l i c o s e ,  a 

p i r u v a t o  d e s i d r o g e n a s e , também segue um padr ão  s i m i l a r  de 

d e s e n v o l v i m e n t o .  No p r i m e i r o  d i a  de v i d a  do r a t o  sua

a t i v i d a d e  não é d e t e c t á v e l .  A p a r t i r  d a í ,  e l a  aumenta 

l i n e a r m e n t e  a t é  a t i n g i r  seu v a l o r  máximo ao r e d o r  dos 30 

d i a s  de v i d a  ( L a nd  e t  a l . ,  1977; Boo t h  e t  a l . ,  1980 ) .

E s t e  padrão  de d e s e n v o l v i m e n t o  o b s e r v a d o  p e l a s  enz i mas  

de ox i d a ç ã o  da g l i c o s e  a t é  a c e t i l - C o A  também é v e r i f i c a d o  

p e l a s  enz i mas  do C i c l o  de K r e b s ,  como a i s o c i t r a t o

d e s i d r o g e n a s e  que a t i n g e  seu p i c o  de a t i v i d a d e  aos  40 d i a s  

de v i d a  p ó s - n a t a l ,  sendo que aos  15 d i a s  de v i d a  sua

a t i v i d a d e  é e q u i v a l e n t e  a 50% da a t i v i d a d e  máxima ( L e o n g  e 

C l a r k ,  1984b) ,  a f u m a r a s e ,  que pos s u i  um d e s e n v o l v i m e n t o

l i n e a r  a t é  a t i n g i r  sua a t i v i d a d e  máxima aos 30 d i a s  de v i d a  

do ani mal  ( L e o n g  e C l a r k ,  1984b)  e a c i t r a t o  s i n t a s e  que 

d e s e n v o l v e - s e  l i n e a r m e n t e  a t é  a p r o x i ma da me n t e  20 d i a s  de 

v i d a  permanecendo com a mesma a t i v i d a d e  a t é  a i dade  a d u l t a  

( L and  e t  a l . ,  1977; Boo t h  e t  a l . ,  1980 ) .

A gi i c o s e - B - f o s f a t o  d e s i d r o g e n a s e  permanece  com a mesma 

a t i v i d a d e  desde o n a s c i me n t o  a t é  a i dade  a d u l t a  do r a t o  

( Leong  e C l a r k ,  1984a ) .

Segundo Boo t h  e t  a l .  ( 1 9 8 0 ) ,  o p e r í o d o  de ma i o r

a t i v i d a d e  das enz i mas  g l l c o l í t l c a s  no c é r e b r o  do r a t o  e s t á

a s s o c i a d o  com o c omp l e t o  d e s e n v o l v i m e n t o  das f u n ç õ e s

n e u r o l ó g i c a s  c e r e b r a i s .
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Enquan t o  a a t i v i d a d e  das enz i mas  de d e g r a d a ç ã o  da 

g l i c o s e ,  d u r a n t e  o p e r í o d o  de amamentação do r a t o ,  e s t á  

d i m i n u í d a  em r e l a ç ã o  ao a d u l t o ,  o c o n t r á r i o  o c o r r e  com as 

enz i mas  de o x i d a ç ã o  dos co r po s  c e t ô n i c o s .

A b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  d e s i d r o g e n a s e ,  r e s p o n s á v e l  p e l a  

c o n v e r s ã o  de b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  em a c e t o a c e t a t o  no 

c é r e b r o ,  aumenta sua a t i v i d a d e  l i n e a r m e n t e  dos 5 aos 25 d i a s  

de v i d a ,  quando o c o r r e  um d e c l í n i o ,  também l i n e a r ,  a t é  a 

i dade  a d u l t a  em que os v a l o r e s  permanecem os mesmos de um 

r a t o  aos 5 d i a s  de v i d a  ( P a ge  e t  a l . ,  1971; Leong e C l a r k ,  

198*10; P a t e l  e C l a r k ,  1978; Boo t h  e t  a l . ,  1980; E s c r i v á  e t  

a i . ,  1985 ) .  O u t r a s  duas e n z i ma s ,  a 3 - o x o a c i d o - C o A  

t r a n s f e r a s e  e a a c e t o a c e t I l - C o A  t i o l a s e ,  também obedecem a 

um padrão  s e me l h a n t e  de d e s e n v o l v i m e n t o :  a p r i m e i r a  aumenta  

5 vezes  sua a t i v i d a d e  dos 5 aos 25 d i a s  de v i d a  d e c l i n a n d o  a 

60% do v a l o r  máximo no a d u l t o  e a segunda  aum enta 3 v e z e s  

d u r a n t e  e s t e  p e r í o d o  e chega a 37% da a t i v i d a d e  máxima na 

i dade  a d u l t a  ( P a g e  e t  a l . ,  1971; P a t e l  e C l a r k ,  1978; B o o t h  

e t  a l . ,  1980;  E s c r i v á  e t  a l . ,  1985 ) .

A a l t a  a t i v i d a d e  das enz i mas  de o x i d a ç ã o  de c o r p o s  

c e t ô n i c o s ,  d u r a n t e  o p e r í o d o  de amamentação,  r e p r e s e n t a  uma 

a d a p t a ç ã o  ao e s t a d o  h i p e r c e t o n ê m i co no qual  o a n i ma l  se 

e n c o n t r a  e que é aumentado também p e l a  a l t a  a t i v i d a d e  

c e t o g ê n i c a  do f í g a d o  n e s t a  f a s e  ( B o t h  e t  a l . ,  1980 ) .

Al ém da g l i c o s e  e dos c o r p o s  c e t ô n i c o s ,  e x i s t e  um o u t r o  

n u t r i e n t e  e n e r g é t i c o  i m p o r t a n t e  nas p r i m e i r a s  ho r a s  de v i d a  

do r a t o .  E s t e  composto é o l a c t a t o  que e s t á  p r e s e n t e  em 

g r a ndes  q u a n t i d a d e s  no pl asma f e t a l  d u r a n t e  a ú l t i m a  f a s e  da

23



g e s t a ç ã o  e é r emov i do  r a p i d a me n t e  nas p r i m e i r a s  h o r a s  após  o 

n a s c i me n t o  ( V a n n u c c i  e t  a i . ,  19B0 ) .

A p a r t i r  do n a s c i me n t o  a t é  as duas p r i m e i r a s  h o r a s  de 

v i d a  p ó s - n a t a l ,  o r a t o  passa  por  um p e r í o d o  de h i p o g l i c e m i a  

como c o n s e q u ê n c i a  da b a i x a  t axa  de pr odução  de g l i c o s e

( Cue z v a  e t  a i ,  1980; F e r n a n d e z  e t  a i . ,  1983 ) .  D u r a n t e  e s s e  

p e r í o d o  o n í v e l  de g l i c o s e  não é s u f i c i e n t e  pa r a  ma n t e r  o 

s u p r i me n t o  e n e r g é t i c o  do c é r e b r o .  Além d i s s o ,  como o r a t o  

quase não p o s s u i  t e c i d o  a d i p o s o  ao n a s c e r  ( J o n e s ,  1982 ) ,  a 

c e t o g ê n e s e  somente  o c o r r e r á  quando os á c i d o s  g r a x o s  não

e s t e r i f i c a d o s  do l e i t e  ma t e r no  e s t i v e r e m  d i p o n í v e i s .  A b a i x a  

c o n c e n t r a ç ã o  de c o r p o s  c e t ô n i c o s  o b s e r v a d a  d u r a n t e  o p e r í o d o  

de p r é-amament ação  é c o n s e q u ê n c i a ,  p o r t a n t o ,  da f a l t a  de 

p r e c u r s o r e s  c e t o g ê n i c o s  e não de um aumento na u t i l i z a ç ã o  

d e s t e s  c o r p o s  c e t ô n i c o s .  Co ns e que n t e me n t e ,  d u r a n t e  e s t e  

p e r í o d o ,  são o f e r e c i d a s  ao c é r e b r o  o u t r a s  s u b s t â n c i a s  que 

não os c o r p o s  c e t ô n i c o s  como f o n t e  de e n e r g i a .  0 s u b s t r a t o  

e n e r g é t i c o  a l t e r n a t i v o  d i s p o n í v e l  d u r a n t e  e s t a  f a s e  de p r é -  

amamentação é o l a c t a t o .  Em 1973, S n e i l  e W a l k e r ,  s u g e r i r a m  

que,  como um e x c e l e n t e  s u b s t r a t o  gI i c o n e o g ê n i c o , e l e  e r a  

m e t a b o l i z a d o  a t r a v é s  da r o t a  g l i c o n e o g ê n i c a . E n t r e t a n t o ,  

Cuezva  e t  a i .  <1980)  demons t r a r am que a gI i c o n e o gê n e s e  a 

p a r t i r  do l a c t a t o  é i n s i g n i f i c a n t e  nas p r i m e i r a s  duas h o r a s  

após  o n a s c i m e n t o ,  p e r í o d o  no qual  o l a c t a t o  é quase  que 

c o mp l e t a me n t e  r emov i do  do p l as ma .  E s t a  h i p ó t e s e  f o i  

c o n f i r m a d a  p e l o s  e x p e r i m e n t o s  de Medi na  e t  a l .  ( 1 9 8 0 )  que

a d m i n i s t r a r a m  l a c t a t o  r a d i o a t i v o  a r a t o s  recém n a s c i d o s  e
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o bs e r v a r a m que e s t e  f o i  p r i n c i p a l m e n t e  c o n v e r t i d o  no p l asma

em CO , i n d i c a n d o  que o l a c t a t o  p l a s m á t i c o  é consumi do 
2

a t r a v é s  de sua o x i d a ç ã o  no C i c l o  de K r e b s .

As a l t a s  t a x a s  de o x i d a ç ã o  do l a c t a t o  d u r a n t e  as

p r i m e i r a s  h o r a s  após  o n a s c i me n t o  most ram seu pape i

i mp o r t a n t e  na home os t a s e  da e n e r g i a  do c é r e b r o  n e o n a t a l

d u r a n t e  o p e r í o d o  de p r é - a m a m e n t a ç ã o . Além d i s s o ,  e l e  pode

c o n t r i b u i r  como f o n t e  de c a r b o n o s  para  a s í n t e s e  de l i p í d i o s

( A r i z me n d i  e Me d i n a ,  1983; F e r n a n d e z  e Me d i na ,  1986 ) .

Além de o x i d a r  a g l i c o s e  e os c o r po s  c e t ô n i c o s  pa r a

produção  de e n e r g i a ,  o c é r e b r o  os u t i l i z a  pa r a  s í n t e s e  de

l i p í d i o s  que f o r m a r ã o  a m i e l i n a ,  membranas c e l u l a r e s  (Cotman

e P e t e r s o n ,  1989) e n e u r o t r a n s m i s s o r e s . Segundo W i n l c k

( 1 9 7 0 ) ,  a s í n t e s e  de m i e l i n a  no c é r e b r o  do r a t o  e s t á  ma i s
o o

a c e l e r a d a  e n t r e  o 10 e o 21 d i a  de i dade  e após  e s t e  

p e r í o d o  o c o r r e  um d e c l í n i o  a t é  a t i n g i r  os n í v e i s  do c é r e b r o  

a d u l t o .  Todo e s t e  p r o c e s s o  de m l e l l n i z a ç ã o  é acompanhado por  

uma r á p i d a  s í n t e s e  de l i p í d i o s  ( Do b b i n g ,  1966) e é de gr ande  

i m p o r t â n c i a  pa r a  o d e s e n v o l v i m e n t o  f u n c i o n a l  do s i s t e m a

ne r v o s o  c e n t r a l  do r a t o  ( S o b o t k a  e t  a i . ,  197*1).
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I . 6.  OBJ  ET 1 VOS

O p r e s e n t e  t r a b a l h o  t e v e  por  o b j e t i v o  e s t u d a r  o e f e i t o  

do MMA e do PA s o b r e  o c é r e b r o  de r a t o s  de 15 d i a s  de v i d a  

p ó s - n a t a l ,  em j e j u m  de 24 a 30 h o r a s ,  nos s e g u i n t e s  

p a r â me t r o s  m e t a b ó l i c o s :

1 . Ut  i 1 i zação de g l i c o s e .

2. G 11c ó l 1 se a n a e r ó b i c a  e a e r ó b i c a .

3. S í n t e s e  de l i p í d i o s  a p a r t i r  de g l i c o s e  ou a c e t a t o

4 . Ut  i l i  za ção de a c e t o a c e t a t o  e b e t a - h 1 d r o x i b u t i r a t o .
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I I . MATER I AL E MÉTODOS

11.1.  MATER I AL

1 1 . 1 . 1 .  R e a g e n t e s  ( t o d o s  P . A .  ou s u p e r i o r )
14

tu- C l a c e t a t o  - a t i v i d a d e  e s p e c í f i c a  55 ,1m C i/m l - 
Amersham

A c e t a t o  de s ó d i o  - R i e d e l

Ác i do  a c e t o a c é t i c o  - sa l  de l í t i o  90-95% - S i gma 

DL-Ác i do  b e t a - h I d r o x i b u t í r i c o  - sa l  de s ó d i o  98% -
S i gma

Ác i do  e t i I e n o d I  ami no t e t r a c é t l c o  - s a l  de p o t á s s i o  -
Merck

Ác i do  l á t i c o  - S o l u ç ã o  padr ão  - S i gma

Ác i do  m e t i I ma I ô n i c o  - S i gma

Ác i do  p e r c i ó r l c o  - 69-72% - B a k e r

Ác i do  p r o p i ô n i c o  - s a l  de s ó d i o  99% - S i gma

Ác i do  s u c c í n l c o  - P . A .  - Merck

Ác i do  t r i c I  o r o a c é t i c o  - S i gma

Ade nos i na  5 ' - d i f o s f a t o  - de mús cu l o  e q u i n o ,  s a l  de 
s ó d i o ,  gr ade  IX - S i  gma

A d e n o s i n a  5 ' - t r i f o s f a t o  - de m ú s c u l o  eq uino, sal 
dissódico, grade - Sigma

A i d o l a s e  - de múscu l o  de c o e l h o ,  t i p o  X - S i gma

A I f a - g I  i c e r o f o s f a t o  d e s i d r o g e n a s e  / T r i o s e  f o s f a t o  
d e s i d r o g e n a s e  - de múscu l o  de c o e l h o ,  t i p o  X,  100 U/ml - 
S i gma

B e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  d e s i d r o g e n a s e  - de
Rhodopseudomonas s p h e r o l d e s ,  t i p o  V,  25 u/ml - S i gma

B i c a r b o n a t o  de s ó d i o  - R l e d e l

1 , 4 - b is t 5 - f eni I - 2 - o x a z o I ) be n z e n o  - S i g m a

Ca r b o n a t o  de s ó d i o  - Merck
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C i a n e t o  de p o t á s s i o  - Merck

C l o r e t o  de c á l c i o  b i - h i d r a t a d o  - R i e d e l

C l o r e t o  de magnés i o  - Reagen

C l o r e t o  de p o t á s s i o  - Merck

C l o r e t o  de s ó d i o  - Merck

C l o r o f ó r m i  o - Merck

2 , 6 - D i c I o r o f enoI  i n d o f e n o i  - S i gma

2 , 5 - D i f e n i I o x a z o I - K o c h - l i g h t

1 , 4 - D i t i o t r e I to I - S i gma

F e n a z i n a  m e t a s s u l f a t o  - S i gma

F o s f a t o  de p o t á s s i o  b i b á s i c o  - Merck

F o s f a t o  de p o t á s s i o  monobás i co  - B a k e r

F o s f o e n o I p I r u u a t o  - t r i s s ó d i o  h i d r a t a d o  - S i gma

F r u t o s e - 6 - f o s f a t o  - sa l  d i s s ó d i c o ,  g r ade  I - S i gma

G i I c  i na - S i  gma

G I I cose  a n i d r a  - Merck

[2- C 3 g l i c o s e  - a t i v i d a d e  e s p e c í f i c a  55mCI/ml - 
Amer i can  R a d i o l a b e l e d  C h e m i c a l s  I n c .

G I i c o s e - 6 - f o s f a t o  - sa l  monos sód i co  - S i gma

G i i c o s e - B - f o s f a t o  d e s i d r o g e n a s e  - de f ungo  B a k e r s ,  t i p o  
v ,  250 u/ml - S i gma

H i d r a t o  de h i d r a z i n a  - S i gma

H i d r ó x i d o  de h i a mi na  - S i gma

H i d r ó x i d o  de p o t á s s i o  - Merck

I n d i c a d o r  u n i v e r s a l  de pH l í q u i d o  - Merck

K i t  de dosagem de g l i c o s e  - S e r a P a k  - Ames

L a c t a t o  d e s i d r o g e n a s e  - de maculo  c a r d í a c o ,  1000 U/ml -
S I gma

Met ano l  - Merck
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M i s t u r a  c a r b o g ê n i c a  - 95% 02 5% COE - W h i t e  M a r t i n s

N i c o t i n a m i d a  a d e n i n a  d i n u c I e o t í d i o  ( f o r ma  o x i d a d a )  - de 
f ungo gr ade  l I l  - S i  gma

N i c o t i n a m i d a  a d e n i n a  d i n u c I e o t í d i o  ( f o r ma  r e d u z i d a )  
s a l  d i s s ó d i c o  de f ungo  98% grade  I I I  - S i gma

N i c o t i n a m i d a  a d e n i n a  d i n u c I e o t í d i o  f o s f a t o  ( f o r m a
o x i d a d a )  - de f ungo  bet a-NAD,  sa l  mo no s s ó d i c o ,  g r ade  - S i gma

N i c o t i n a m i d a  a d e n i n a  d i nuc  I e o t í d i o  f o s f a t o  ( f o r m a
r e d u z i d a )  - s a l  t e t r a s s ó d I c o , t i p o  I - S i gma

N i t r o g ê n i o l í q u i d o  - Seme i a

Ro t e nona  - S 1 gma

S a c a r o s e  - P . A .  Merck

S u l f a t o  de h i d r a z  i na - S i  gma

S u l f a t o  de ma g né s i o  - Reagen

To l u e n o  - Merck

T r i e t a n o I a m i na-CI  - B o e h r i n g e r -

Tr  i ton X -100 - S i gma 
R

Tr  i zma base - S i gma

i l . 1 . 2 .  So l  uções

L í q u i d o  de c i n t  i I  a ç ã o :

- 2 , 5 - D I f e n i l o x a z o l  2 2 , 6mM

- 1 , ^ - b i s  C 5 - f e n i I - 2 - o x a z o l 3 benzeno 0,137mM

- T o l u e no  1L

L í q u i d o  de h o mo g e n e i z a ç ã o :

- S a c a r o s e  0,32M

- Ác i do  e t i  i e n o d i a m i n o  t e t r a c é t i c o  0 , 5mM

- D i s s o l v i d o s  em tampão T r i s  10mM, pH 7 , 4
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S o l u ç ã o  s a I i n a - s a c a r o s e , pH 7 , 2 :

- S a c a r o s e  ^OOmM

- F o s f a t o  de p o t á s s i o  mo no bá s i c o  270mM

- C l o r e t o  de ma gné s i o  5mM

- G l i c o s e  20mM

- D i s s o l v i d o s  em NaCI  0 , 9%

- 0 pH f o i  a c e r t a d o  com NaOH 10N

Tampão K r e b s - R l n g e r  b i c a r b o n a t o ,  pH 7 , 0 :

- B i c a r b o n a t o  de s ó d i o  0,65M

- F o s f a t o  de p o t á s s i o  mo no bá s i c o  0,031M

- C l o r e t o  de p o t á s s i o  0,12M

- C l o r e t o  de s ó d i o  3,08M

- S u l f a t o  de ma gné s i o  0,031M

- C l o r e t o  de c á l c i o  0,065M

- D i s s o l v i d o s  em água d e s t i l a d a

- 0 pH f o i  a c e r t a d o  com NaOH 10N 

Tampão K r e b s - R i n g e r  I I I ,  pH 7 , 0 :

- C l o r e t o  de s ó d i o  0 ,1 5^M

- C l o r e t o  de p o t á s s i o  0,154M

- F o s f a t o  de p o t á s s i o  monobá s i co  0,155M

- S u l f a t o  de ma gné s i o  O . I S ^ M

- C a r b o n a t o  de s ó d i o  0,123M

- C l o r e t o  de c á l c i o  0,083M

- D i s s o l v i d o s  em tampão f o s f a t o  de s ó d i o  0,1M,  pH 7 , 0

- 0 pH f o i  a c e r t a d o  com NaOH 10N
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I I  . 1 .3 . Equ i pamentos

- A g i t a d o r  de t u b o s  P h o e n i x  modelo AT 56A

- B a l a n ç a  a n a l í t i c a  S a r t o r l u s

- B a n ho - ma r i a  mar ca  B i o m a t l c  t i p o  1052

- B a nho - ma r i a  m e t a b ó l i c o  t i p o  D u b i n o f f  mar ca  Fanem,  
mode i o 1*15

- C a l c u l a d o r a  p r o g r a má v e l  H e w l e t t - P a c k a r d  modelo 11G

- C e n t r í f u g a  mar ca  E x c e l s a  model o  205N

- C e n t r í f u g a  r e f r i g e r a d a  mar ca  S o r v a l l  mode lo RC2-B

- C i n t l l a d o r  LKB W a l i a c  modelo 1209 r a c k b e t a

- E s p e c t r o f o t ô m e t r o  marca  i n c l b r á s  MF 200 UV-V I S

- Homogene i zador  Medi ngen  t i p o  LR10

- M i c r o c o mp u t a d o r  modelo SP1B I I  mar ca  P r o l ó g i c a

- M i c r o f a t i a d o r  de M c l l w a i n

I l . 1 . *1. Amo s t  r a

Foram usados  r a t o s  W i s t a r  de ambos os s e x o s .  As r a t a s

g r á v i d a s  f o r am c o l o c a d a s  em g a i o l a s  s e p a r a d a s  e por  o c a s i ã o

do n a s c i me n t o ,  f o r a m d e i x a d o s  o i t o  f i l h o t e s  com a mãe.

Os r a t o s  f o r a m a l i m e n t a d o s  com d i e t a  Germani  ( t a b e l a

11. 1 )  e água "ad l i b i t  um” e ma n t i d o s  em a mb i e n t e  c l i m a t i z a d o  
o

( 22 C)  com 12 ho r a s  de i n t e r v a l o  de l u m i n o s i d a d e  

c l a r o / e s c u r o .

R a t o s  de 15 d i a s  de v i d a  f o r a m u t i l i z a d o s  pa r a  os 

e x p e r i m e n t o s .  V i n t e  e q u a t r o  a 30 h o r a s  a n t e s  do s a c r i f í c i o  

os a n i ma i s  f o r am s e p a r a d o s  da mãe e ma n t i d o s  em j e j u m em uma 

g a i o l a  s e p a r a d a .  A u t i l i z a ç ã o  de r a t o s  em j e j u m pa r a  os 

e x p e r i m e n t o s  d e v e u -s e  ao f a t o  de que as c r i a n ç a s  a f e t a d a s
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por met i  l m a l o n i c a c i d e m i a  e não t r a t a d a s ,  além de 

ap resen ta rem a l t a s  c o n c e n t r a ç õ e s  dos m e t a b ó l l t o s  que se

acumulam nos seus t e c i d o s ,  não se a l imentam adequadamente.

P roc u r ou -se ,  p o r t a n t o ,  ao se t r a b a l h a r  com r a t o s  em j e jum,

m im e t i 2 ar a s i t u a ç ã o  humana com todas  as i m p l i c a ç õ e s

m e t a b ó l I c a s  do J eJ  um.

TABELA 11.1

COMPOSIÇÃO DA DIETA GERMANI

P ro t e  i nas 20 ,5% Ácido n i c o t í n i c o Hmg/Kg

C a r b o I d r a t o s 5^% Col I na 300mg/Kg

F I br as ^ ,5% Sód 1 o 5g/Kg

L i p í d i o s ^% C á l c i o 20g/Kg

Cinzas 7% F e r r o 20mg/Kg

Água 10% Manganês 81mg/Kg

Ret  i no I 8000 U 1/Kg Z inco ■qsmg/Kg

C l o r a n f e n l c o l 1- 8̂3 U 1 /Kg Cobre 2mg/Kg

Menad i one 2mg/Kg Coba l to 0 , 2mg/Kg

A l f a - t o c o f e r o  I 5 UI/Kg lodo 2mg/Kg

P i r i dox i na 2mg/Kg Fó s f o r o Bg/Kg

C i anocobaIami  na 1Omg/Kg Ant i ox i dante 1OOmg/Kg

R i bof I  av i na 3 , 3mg/Kg H i s t  i d i na 6 , 1 g/Kg

Ácido p a n t o t ê n i c o  10mg/Kg Met i on i na 700mg/Kg
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I I . 2 .  PROCEDIMENTOS

Os a n i m a i s  f o r am u t i l i z a d o s  pa r a  d o i s  t i p o s  de 

e x p e r i m e n t o s .  No p r i m e i r o ,  MMfl ou PA t amponados  f o r a m 

a d i c i o n a d o s  ao meio de i n c u b a ç ã o  que c o n t i n h a  o t e c i d o  a s e r  

a n a l i s a d o ,  c é r e b r o  ou f í g a d o  ( t r a t a m e n t o  In v l t r o ) .  No 

segundo,  o á c i d o  m e t I I m a l ô n l c o  tamponado f o i  a d m i n i s t r a d o  

por  v i a  s u b c u t â n e a  e seu e f e i t o  v e r i f i c a d o  após  o s a c r i f í c i o  

dos a n i m a i s ,  de modo que no meio de i n c u b a ç ã o  que c o n t i n h a  o 

t e c i d o  ( c é r e b r o  ou f í g a d o )  não f o i  a d i c i o n a d o  q u a l q u e r  

m e t a b ó l i t o  ( t r a t a m e n t o  in v i v o ) .

i l . 2 . 1 .  A d m i n i s t r a ç ã o  de á c i d o  m e t i I  m a i ô n i c o

tamponado ( t r a t a m e n t o  in v i v o )

Ant es  de serem s a c r i f i c a d o s ,  metade  dos a n i m a i s  de cada 

c a i x a ,  e s c o l h i d o s  r a n d o m i c a m e n t e , f o r a m i n j e t a d o s  

s u b c u t a ne a me n t e  com Nac i  0 , 85%  ( g r u p o  c o n t r o l e )  ou com 

s o l u ç ã o  de á c i d o  m e t i I m a l ô n I c o  t amponado,  pH 7 , 2- 7 , * }  a 1 , 5% 

( D u t r a  e t  a i . ,  1991 ) .  T r ê s  I n j e ç õ e s  f o r a m a p l i c a d a s  com um 

i n t e r v a l o  de 90 mi n u t o s  e n t r e  cada uma. A p r i m e i r a  dose f o i  

de 0 , 7ml /100g de peso c o r p o r a l  e as duas  s u b s e q u e n t e s  

c o r r e s p o n d e r a m à metade da p r i m e i r a .  E s t a s  dos e s  de MMA 

p e r m i t i r a m ,  segundo Du t r a  e t  a i .  ( 1 9 9 1 ) ,  que a droga  

a t i n g i s s e  os n í v e i s  p l a s m á t i c o s  e n c o n t r a d o s  na 

me t I l ma  I o n i c a c I d e m i a  humana.  Nove n t a  m i n u t o s  após  a ú l t i m a  

i n j e ç ã o  os a n i m a i s  f o r am d e c a p i t a d o s  sem a n e s t e s i a  e s eus  

c é r e b r o s  e/ou f í g a d o s  r e t i r a d o s  e p r e p a r a d o s  c o n f o r me  a 

t é c n i c a  a s e r  u t i l i z a d a .
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Em a l g u n s  e x p e r i m e n t o s  o sangue dos a n i m a i s  f o i  

c o l e t a d o  e t r a n s f e r i d o  pa r a  t ubos  de c e n t r í f u g a  c o n t e n d o  

s o l u ç ã o  de á c i d o  p e r c l ó r i c o  10% para  p o s t e r i o r  dosagem de 

b e t a - h i d r o x i  bu t i  r a t o .

I I . 2 . 2 .  P r e p a r a ç ã o  do c é r e b r o  e f í g a d o

Após a d e c a p i t a ç ã o  dos a n i m a i s ,  o c é r e b r o  f o i  r emov i do  

e i me d i a t a me n t e  t r a n s f e r i d o  a uma p l a c a  de v i d r o  s o b r e  g e l o .  

Os bu l bo s  o l f a t ó r i o s ,  pon t e ,  medul a  e c e r e b e l o  f o r a m 

d e s c a r t a d o s .  0 r e s t o  do c é r e b r o ,  que,  a p a r t i r  daqui  

s e r á  chamado de c é r e b r o ,  f o i  en t ão  p r o c e s s a d o  c on f o r me  o 

t i p o  de t é c n i c a  a s e r  u t i l i z a d a .  P a r a  os e s t u d o s  de c a p t a ç ã o  

de g l i c o s e  e c o r p o s  c e t ô n i c o s  ou produção  de l a c t a t o ,  o 

c é r e b r o  f o i  c o r t a d o  em duas d i r e ç õ e s  em p r i s ma s  de 40um de 

t amanho,  a p r o x i ma d a me n t e ,  com o a u x í l i o  de um m i c r o f a t i a d o r  

( c h o p p e r  de M c l l w a i n )  e e n t ã o  pesados  d i r e t a m e n t e  em copos  

de B e c k e r  co n t e n do  tampão K r e b s - R i n g e r - b i c a r b o n a t o  , pH 7 , 0  

( i t e m  1 1 . 1 . 2 ,  pg 3 0 ) .  P a r a  as dosagens  e n z i m á t i c a s  os 

c é r e b r o s  f o r am homogene i zados  em l í q u i d o  de homo ge ne i z a ç ã o  

( i t e m  1 1 . 1 . 2  pg 29 )  na p r o p o r ç ã o  de i g  de t e c i d o  pa r a  lOml 

do l í q u i d o .

0 f í g a d o  f o i  r e t i r a d o  e i me d i a t a me n t e  t r a n s f e r i d o  p a r a  

uma p l a c a  de v i d r o  s o b r e  g e l o .  0 ó rgão  f o i  pesado  e 

homogene i zado  em l í q u i d o  de homogene i zação  ( i t e m  1 1 . 1 . 2  pg 

29 )  na p r o p o r ç ã o  de 1g de t e c i d o  para  lOml de l í q u i d o .
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I I . 2 . 3 .  C a p t a ç ã o  de g l i c o s e  i n v l t r o  por  p r i s m a s  de c é r e b r o

I I . 2 . 3 . 1 .  E f e i t o  do MMA e PA a d i c i o n a d o s  In v l t r o

P r i s m a s  de c é r e b r o  pesando 100mg f o r a m t r a n s f e r i d o s  

pa ra  b e c k e r s  de 5ml co n t e n do  Iml  de tampão K r e b s - R i n g e r  

b i c a r b o n a t o ,  pH 7 , 0  ( i t e m  1 1 . 1 . 2  pg 30)  con t endo  g l i c o s e

5mM.

MMA e PA t amponados  f o r am a d i c i o n a d o s  aos copos  de 

B e c k e r  a t é  a c o n c e n t r a ç ã o  f i n a l  de 1, 2 , 5  ou 5mM pa r a  MMA e 

2,  5 ou lOmM pa r a  PA.  Os c o n t r o l e s  não c o n t i n h a m MMA ou PA

no meio de i ncubação .  Todos os exper i mentos  foram f e i t o s  em 

t r  i p i i c a t a  .

Os p r i s m a s  de c é r e b r o  f o r a m i ncuba dos  à 37oC em banho

met abó l i co  com a g i t a ç ã o  (30 a g i t a ç õ e s  por mi nu t o )  em

a t mo s f e r a  de c a r b o g ê n i o  ( 5% CO :95% 0 ) por  uma h o r a .  Após a
2 2

i n c u b a ç ã o ,  f o i  r e t i r a d a  uma a l í q u o t a  de 20ul  do mei o de

i ncubação  pa r a  dosagem de g l i c o s e  pe l o  método da g l i c o s e

o x i d a s e  ( T r i n d e r ,  1969)  u t i l i z a n d o  o k i t  de dosagem de

g l i c o s e  da Ames .

A c a p t a ç ã o  de g l i c o s e  pe l o  c é r e b r o  f o i  d e t e r m i n a d a  a

p a r t i r  de uma c u r v a  padr ão  de g l i c o s e ,  s u b t r a i n d o  a

q u a n t i d a d e  e n c o n t r a d a  após a i n c ub a ç ã o  da q u a n t i d a d e  t o t a l  

medida a n t e s  da i n c u b a ç ã o .  Os r e s u l t a d o s  f o r am e x p r e s s o s  

como umoI de g l i c o s e  c a p t a d a  por  hora  por  grama de c é r e b r o .
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l i . 2 . 3 . E .  E f e i t o  da a d m i n i s t r a ç ã o  in v i v o  de MMA

P r i s m a s  de c é r e b r o  de r a t o s  a d m i n i s t r a d o s  com s o l u ç ã o  

de MMA ou s o l u ç ã o  s a l i n a  ( c o n t r o l e s )  f o r a m t r a n s f e r i d o s  pa r a  

b e c k r e s  com tampão K r e b s - R i n g e r - b l c a r b o n a t o , pH 7 , 0  ( I t e m

I I . 1 . E  pg 30 )  c o n t e n do  g l i c o s e  5mM, na p r p o r ç ã o  de 100mg de 

t e c i d o  pa r a  iml  de t ampão.

0 p r o c e d i m e n t o  pa r a  c a p t a ç ã o  de g l i c o s e  p e l o s  p r i s ma s  

de c é r e b r o  e pa r a  p o s t e r i o r  dosagem de g l i c o s e  no meio de 

i n c u b a ç ã o ,  f o i  r e a l i z a d o  c on f o r me  o i t em I I . E . 3 . 1 .

M . 2 . 4  . C a p t a ç ã o  de c o r p o s  c e t ô n i c o s  In v »t r o  por  p r i s ma s  

de c é r e b r o

I I . E . 4 . 1 .  C a p t a ç ã o  de a c e t o a c e t a t o  in v l t r o  por p r i s ma s  de 

c é r e b r o

P r i s m a s  de c é r e b r o  ( 100mg)  f o r a m i nc uba dos  em 1ml de 

tampão K r e b s - R l n g e r - b I  c a r b o n a t o , pH 7,G ( i t e m  l l . l . E .  pg 30 )  

con t endo  a c e t o a c e t a t o  5mM por  1 hora  em banho m e t a b ó l i c o  com 

a g i t a ç ã o  ( 30 a g i t a ç õ e s  por  m i n u t o )  em a t m o s f e r a  de 

c a r  bogên i o .

MMA e PA t amponados  f o r a m a d i c i o n a d o s  ao meio de 

i n cuba çã o  a t é  as mesmas c o n c e n t r a ç õ e s  f i n a i s  c i t a d a s  no i t em 

I I . E . 3.  Os c o n t r o l e s  c o n t i n h a m  somente  a c e t o a c e t a t o  no meio 

de i n c u b a ç ã o .

Uma a l í q u o t a  de 300ul  f o i  r e t i r a d a  ao f i n a i  da 

I n c uba ç ã o  e a d i c i o n a d a  ao mesmo volume de á c i d o  p e r c i ó r i c o  

10%.  Após c e n t r i f u g a ç ã o  a 3000 rpm por  10 m i n u t o s ,  f o i  

a d i c i o n a d o  ao s o b r e n a d a n t e  KOH E0% a t é  que a s o l u ç ã o
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a t i n g i s s e  pH 7 , 0  ( v e r i f i c a d o  p e l a  mudança de cor  o c o r r i d a  na 

s o l u ç ã o ,  à qual  t i n h a m  s i d o  p r e v i a m e n t e  a d i c i o n a d o s  5ul  de 

i n d i c a d o r  u n i v e r s a l  de pH) .  O p e r c l o r a t o  de p o t á s s i o  f o rmado 

por a d i ç ã o  de KOH 20% ao mei o f o i  p r e c i p i t a d o  a -20oC por  5 

mi n u t o s .  0 s o b r e n a d a n t e  l í m p i d o  f o i  u t i l i z a d o  pa r a  a dosagem 

de a c e t o a c e t a t o  p e l o  método de M e l l a n b y  e W i l l i a n s o n  ( 1 9 7 4 )  

a t r a v é s  da f o r ma ç ã o  de NAD d e t e c t a d a  a 340nm a p a r t i r  do

consumo de NADH 2mM e b e t a - h i d r o x i b u t l r a t o  d e s i d r o g e n a s e

a d i c i o n a d o s  ao meio de i n c u b a ç ã o  co n t e ndo  tampão f o s f a t o  de 

p o t á s s i o  0 , l M, pH 6 , 8 .

0 a c e t o a c e t a t o  f o i  d e t e r m i n a d o  no i n í c i o  e no f i n a l  da 

i n cubação  e a q u a n t i d a d e  de a c e t o a c e t a t o  c a p t a d a  p e l o  

c é r e b r o  f o i  c a l c u l a d a  por  s u b t r a ç ã o  da q u a n t i d a d e  f i n a l  da

i n i c i a l  medi da  a p a r t i r  de uma c u r v a  padr ão  de a c e t o a c e t a t o .  

Os r e s u l t a d o s  f o r a m e x p r e s s o s  como umol de a c e t o a c e t a t o  

c ap t ado  por  hora  por  grama de t e c i d o .

l i . 2 . 4 . 2 .  C a p t a ç ã o  de b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  in v i t r o  por  

pr i smas de c é r e b r o

1 1 . 2 . 4 . 2 . 1 .  E f e i t o  do MMA e PA a d i c i o n a d o s  in v i t r o

P r i s m a s  de c é r e b r o  ( l OOmg)  f o r a m i nc uba dos  em Iml  de 

tampão K r e b s - R i n g e r - b i c a r b o n a t o , pH 7 , 0  ( i t e m  I I . 1 . 2 .  pg 30 )  

con t endo  b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  2mM por  uma hora  em banho 

m e t a b ó l i c o  com a g i t a ç ã o  (30 a g i t a ç õ e s  por  m i n u t o )  em 

a t mo s f e r a  de c a r b o g ê n i o .
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MMA e PA t amponados  f o r a m a d i c i o n a d o s  ao meio de 

i n c uba ç ã o  nas mesmas doses  c i t a d a s  no i t em I I . 2 . 3 .  Os

c o n t r o l e s  não c o n t i n h a m MMA ou PA no melo de i n c u b a ç ã o .

Uma a l í q u o t a  de 300ul  f o i  r e t i r a d a  ao f i n a l  da

i n c u b a ç ã o ,  d e s p r o t e i n i z a d a  com á c i d o  p e r c l ó r i c o  e

n e u t r a l i z a d a  com KOH. O s o b r e n a d a n t e  l í m p i d o  f o i  u t i l i z a d o  

para  a dosagem de b e t a - h I  d r o x I b u t i r a t o  p e l o  método de

W i l l l a n s o n  e M e l l a n b y  ( 1 9 7 4 )  a t r a v é s  da f o r ma ç ã o  de NADH

d e t e c t a d a  a 340nm a p a r t i r  de NAD l4mM e be t a-

h I d r o x I b u t i r a t o  d e s i d r o g e n a s e  a d i c i o n a d o s  ao meio de 

i ncubação  con t endo  tampão h i d r a z i n a  D,1M,  pH 8 , 5 .

O b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  f o i  medido no i n í c i o  e no f i n a l  

da i n c uba ç ã o  e a q u a n t i d a d e  de b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  c a p t a d a  

pe l o  c é r e b r o  f o i  d e t e r m i n a d a  por  s u b t r a ç ã o  da q u a n t i d a d e

f i n a l  da i n i c i a l  dosada  a p a r t i r  de uma c u r v a  padr ão  de

b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o . Os r e s u l t a d o s  f o r a m e x p r e s s o s  como 

umol de b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  c a p t a d o  por  hora  por  grama de 

t e c i d o .

11 . 2 . 4 . 2 . 2 .  E f e i t o  da a d m i n i s t r a ç ã o  in v i v o  de MMA

P r i s m a s  de c é r e b r o  OOOmg)  de r a t o s  a d m i n i s t r a d o s  com

s o l u ç ã o  de MMA ou s o l u ç ã o  s a l i n a  ( c o n t r o l e s )  f o r a m i n c u ba do s  

em 1mI de tampão K r e b s - R i n g e r - b i c a r b o n a t o , pH 7 , 0  ( i t e m

11 . 1 . 2 .  pg 30)  c on t e ndo  b e t a - h i d r o x i b u t I  r a t o  2mM, por  1 hora  

em banho m e t a b ó l i c o  com a g i t a ç ã o  ( 30 a g i t a ç õ e s  por  m i n u t o )  

em a t m o s f e r a  de c a r b o g ê n i o .

0 p r o c e d i me n t o  pa r a  dosagem do b e t a - h i d r o x I b u t i r a t o  no 

meio de i n c ub a ç ã o  f o i  r e a l i z a d o  c on f o r me  o I t em 1 1 . 2 . 4 . 2 . 1 .
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por p r i s ma s  de c é r e b r o  de r a t o s

I I . 2 . 5 . 1 .  E f e i t o  do MMA e PA a d i c i o n a d o s  In v l t r o

P r i s m a s  de c é r e b r o  <100mg) f o r a m i n c u b a do s  em 1mI de 

tampão K r e b s - R i n g e r - b i c a r b o n a t o , pH 7 , 0  ( i t e m  1 1 . 1 . 2 .  pg 30 )  

con t endo  g l i c o s e  5mM conf orme  p r o c e d i me n t o  d e s c r i t o  no i t em 

I I . 2 . 3 .

MMA e PA t amponados  f o r a m a d i c i o n a d o s  ao me i o  de

i n c ub a ç ã o  nas mesmas doses  c i t a d a s  no i t em I I . 2 . 3 .  Os

c o n t r o l e s  não c o n t i n h a m MMA ou PA no meio de i n c u b a ç ã o .

Após a i n c u b a ç ã o ,  f o i  a d i c i o n a d o  á c i d o  p e r c l ó r i c o  Ú,6N 

ao meio de i n c u b a ç ã o  na p r o p o r ç ã o  de 2ml de á c i d o  p e r c l ó r i c o  

pa ra  iml  de mel o de I n c u b a ç ã o  ( c o n c e n t r a ç ã o  f i n a l  de 

p e r c l o r a t o  = 0 , 4 N ) .  A m i s t u r a  f o i  c e n t r i f u g a d a  a 3000 rpm 

por 10 m i n u t o s .  0 l a c t a t o  f o i  dosado no s o b r e n a d a n t e  segundo 

Gutmann e t  a l .  (197<1) a t r a v é s  da f o r ma ç ã o  de NADH d e t e c t a d a

a 3*10nm a p a r t i r  de NAD 27 mM e l a c t a t o  des I  d r o g e n a s e

a d i c i o n a d o s  ao meio de i n c ub a ç ã o  con t endo  tampão h i d r a z i n a

0,  5M - gl i c i n a  0, 4M,  pH 9 , 0 .

A q u a n t i d a d e  de l a c t a t o  f o rmada  p e l o  c é r e b r o  f o i  

d e t e r m i n a d a  s u b t r a i n d o - s e  a c o n c e n t r a ç ã o  de l a c t a t o  

p r o d u z i d a  ao f i n a l  da i n c u b a ç ã o  d a q u e l a  e x i s t e n t e  no i n í c i o  

da mesma e e x p r e s s a  em umol de l a c t a t o  p r o d u z i d o  por  hora  

por  grama de c é r e b r o .

P a r a  o c á l c u l o  das c o n c e n t r a ç õ e s  de l a c t a t o  f o i

u t i l i z a d a  uma c u r v a  padr ão  de l a c t a t o .

1 1 . 2 . 5 .  P r o d u ç ã o  de l a c t a t o  I n v l t r o  a p a r t i r  de g l i c o s e
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I I . E . 5 . E .  E f e i t o  da a d m i n i s t r a ç ã o  in v i v o  de MMA

P r i s ma s  de c é r e b r o  ( lOOmg)  de r a t o s  a d m i n i s t r a d o s  com 

s o l u ç ã o  de MMA ou s o l u ç ã o  s a l i n a  ( c o n t r o l e s )  f o r a m i n c u b a d o s  

em imi de tampão K r e b s - R I n g e r - b l c a r b o n a t o , pH 7 , 0  ( i t e m

i l . 1 . E .  pg 30)  co n t e n do  g l i c o s e  5mM, con f o r me  d e s c r i t o  no 

i tem l l . E .3 .

0 p r o c e d i me n t o  pa r a  dosagem do l a c t a t o  p r o d u z i d o  a 

p a r t i r  de g l i c o s e  a d i c i o n a d a  ao meio de i n c u b a ç ã o  f o i

r e a l i z a d o  conforme  o i t em l i . E . 5 . 1 .

I I . E . 6.  Medi da  de a t i v i d a d e s  e n z i m á t i c a s

I I . E . 6 . 1 .  Medi da  da a t i v i d a d e  da h e x o q u i n a s e

A a t i v i d a d e  da h e x o q u i n a s e  f o i  dosada  em homoge ne i za dos  

de c é r e b r o  de r a t o s  con f o r me  o método d e s c r i t o  por  Leong 

e C l a r k  (198-1) .

A 0 ( 5ml de mei o de i n c u b a ç ã o  c o n t e n d o  t r i t o n  x-100

0, 1% ( v / v ) ,  tampão T r i s - H C I  50mM pH 7 , 5 ,  g l i c o s e  6mM,

d i t i o t r e i t o l  ImM, MgCI E  lOmM, NADP+ 0,5mM,  g l i c o s e - 6 -  

f o s f a t o  des i d r ogenase  1,-1 U, ATP 8mM, f o r a m a d i c i o n a d o s  

E5ul  de homogene i zado de c é r e b r o  d i l u í d o  5 v e z e s  com tampão 

T r i s - H C I  U,5M pH 7 , 5  (-10ug de p r o t e í n a ) .  A f i g u r a  11.1 

mos t r a  que e n t r e  15 e 60ug de p r o t e í n a ,  a v e l o c i d a d e  da 

r e a ç ã o  é p r o p o r c i o n a l  à q u a n t i d a d e  de m a t e r i a l  u t i l i z a d o .



F I 6URA I I . 1 - AT I V I DADE  DA HEXOQUINASE DE CÉREBRO DE RATOS 

COM 15 DI AS  DE VI DA,  EM J E J U M .  CONDICÕES 

E X P E R I ME NTA I S  CONFORME DESCRI TO NO ITEM 

1 1 . 2 . 6 . 1 .  PG <10
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MMA e PA t amponados  f o r am a d i c i o n a d o s  ao mei o de

I n c uba ç ã o  nas c o n c e n t r a ç õ e s  de 1, 2 , 5  e 5mM pa r a  MMA e 2,  5

e 10mM pa ra  PA.  Os t u b o s  c o n t r o l e s  não c o n t i n h a m MMA ou PA.
o

A r e a ç ã o  f o i  r e a l i z a d a  a 25 C.

A f o r ma ç ã o  de NADPH a p a r t i r  de NADP+ f o i  d e t e c t a d a  à 

3^0nm. As l e i t u r a s  f o r a m l i n e a r e s  pe l o  menos a t é  10 m i n u t o s  

após s e r  a d i c i o n a d o  o homogene i zado ( f i g u r a  I I . 2 ) ,  quando o 

meio de i n c u b a ç ã o  c o n t i n h a  <10ug de p r o t e í n a .
- 1  - 1

A a t i v i d a d e  e n z i m á t i c a  f o i  e x p r e s s a  como umo l . mi n  .g 

de t e c i d o  e c a l c u l a d a  a p a r t i r  de uma c u r v a  padr ão  de NADPH.  

P a r a  r e a l i z a ç ã o  da mesma,  c o n c e n t r a ç õ e s  c o n h e c i d a s  de NADPH 

<37,9;  9 5 , 8 ;  1*»3 , 7umo I/mI  ) ,  f o r am a d i c i o n a d a s  ao meio de

i n c ub a ç ã o  da r e a ç ã o  e s uas  e x t i n ç õ e s  med i das  a 3^0nm.

Todos os e x p e r i m e n t o s  f o r am r e a l i z a d o s  a t é  8 h o r a s  após  

o s a c r i f í c i o  dos a n i m a i s .
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min.

F IGURA 11.2 - L I NEAR I DADE  DA REAÇÃO CATALIZADA PELA

HEXOQU|NASE DE CÉREBRO DE RATOS COM 15

DI AS  DE VI DA,  EM J E J U M ,  EM FUNÇÃO DO

TEMPO.  CONDIÇÕES E X P E R I ME NTA I S  CONFORME 

DESCRI TO NO ITEM I I . 2 . 6 . 1 .  PG -10

<13



I I . 2 . 6 . S .  Med i da  da a t i v i d a d e  da f o s f o f r u t o q u i n a s e

A a t i v i d a d e  da f o s f o f r u t o q u l n a s e  f o i  dosada  em 

homogene i zados  de c é r e b r o  de r a t o s  conf orme  o método 

d e s c r i t o  por  Leong e t  a l .  < 1981 ) .

A 0,5ml  de me l o  de i n c u b a ç ã o  c on t e ndo  T r i t o n  X-100 

0 , 1%  ( v / v ) ,  t ampão T r i s - H C I  50mM pH 8 , 0 ,  d i t i o t r e i t o l  imM, 

MgC12 5mM, KC I 50mM, NADH 0,2mM,  ATP 2mM, a l f a -  

g l l c e r o f o s f a t o  d e s i d r o g e n a s e  1U, t r l o s e  f o s f a t o  i s o me r a s e  

6 , 7 U , a l d o l a s e  1U e f r u t o s e - 6 - f o s f a t o  2mM, f o r a m 

a d i c i o n a d o s  25ul  de homogene i zado  de c é r e b r o  d i l u í d o  20 

vezes  em tampão f o s f a t o  de p o t á s s i o  0,05M a pH 8 , 0  

(12ug de p r o t e í n a ) .  A f i g u r a  11.3 mo s t r a  que e n t r e  5 e 20ul  

de p r o t e í n a  a v e l o c i d a d e  da r e a ç ã o  é p r o p o r c i o n a l  à 

q u a n t i d a d e  de m a t e r i a l  u t i l i z a d o .

MMA e PA t amponados  f o r a m a d i c i o n a d o s  ao meio de

i ncubação  nas c o n c e n t r a ç õ e s  de 1, 2 , 5  e 5mM para  MMA e 2,  5

e lOmM para  PA.  Os t u b o s  c o n t r o l e s  não c o n t i n ha m MMA ou PA.
o

A r eação  f o i  r e a l i z a d a  a 25 C.

A o x i d a ç a o  do NADH f o i  d e t e c t a d a  a 3<10nm. As l e i t u r a s  

f o r am l i n e a r e s  p e l o  menos a t é  10 m i n u t o s  após s e r  a d i c i o n a d o  

o homogene i zado ( f i g u r a  I I . 4 )  quando o meio de i n c u b a ç ã o  

c o n t i n h a  12ug de p r o t e í n a .
- 1  - 1

A a t i v i d a d e  e n z i m á t i c a  f o i  e x p r e s s a  como umo l . mi n  .g 

de t e c i d o  e c a l c u l a d a  a p a r t i r  de uma c u r v a  padr ão  de NADH. 

P a r a  r e a l i z a ç ã o  da mesma,  c o n c e n t r a ç õ e s  c o n h e c i d a s  de NADH 

( 5 8 , 7 ;  117 , 5 ;  1 7 6 , 2 u m o I / m l ) f o r a m a d i c i o n a d a s  ao mei o de

i ncuba çã o  da r e a ç ã o  e s ua s  e x t i n ç õ e s  o b s e r v a d a s  a 3<10nm.



Todos os e x p e r i m e n t o s  f o r a m r e a l i z a d o s  a t é  8 ho r a s  após 

o s a c r i f í c i o  dos a n i m a i s .

F IGURA 11.3 - AT I V I DADE  DA FOSFOFRUTOQUI NASE DE CÉREBRO

DE RATOS COM 15 DI AS  DE V I DA,  EM J E J U M .  

CONDIÇÕES E X P E R I ME N T A I S  CONFORME DESCRI TO 

NO ITEM I I . 8 . 6 . 2 .  PG

*15



min.

FIGURA 11. «  “  L I NEAR I DADE  DA REAÇÃO CATALI ZADA PELA

FOSFOFRUTOOUINASE DE CÉREBRO DE RATOS COM 

15 DI AS DE VI DA,  EM J E J U M ,  EM FUNÇÃO DO 

TEMPO.  CONDIÇÕES E X P E R I M E N T A I S  CONFORME 

DESCRI TO NO ITEM I I . S . B . E .  PG « «
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A a t i v i d a d e  da p i r u v a t o q u i n a s e  f o i  dosada  em 

homogene i zados  de c é r e b r o  de r a t o s  con f o rme  o método

d e s c r i t o  por  Leong e t  a i .  ( 1 9 8 1 ) .

A 0,5ml  de meio de i n c u ba ç ã o  con t endo  T r i t o n  X- I OD

0 , 1%  < v / v ) ,  t ampão T r i e t a n o I a m i n a - C I  100mM pH 7 , 5 ,  MgCI2

10mM, KC I 75mM, f o s f o e n o I p i r u v a t o  1mM, NADH 0,2mM,  

l a c t a t o  d e s i d r o g e n a s e  13,75U e ADP 5mM, f o r a m a d i c i o n a d o s  

2 5 uI de homogene i zado  de c é r e b r o  d i l u í d o  10 v e z e s  com

l i q u i d o  de homogene i zação  ( i t e m  1 1 . 1 . 2 .  pg 2 9 ) ,  25ug de

p r o t e í n a .  A f i g u r a  l l .5 mos t r a  que e n t r e  10 e 40ug de 

p r o t e í n a  a v e l o c i d a d e  da r e a ç ã o  é p r o p o r c i o n a l  à q u a n t i d a d e  

de mate r  i al  u t i I  i zado .

MMA e PA t amponados  f o r am a d i c i o n a d o s  ao mei o de

i n c u ba ç ã o  nas c o n c e n t r a ç õ e s  de 1, 2 , 5  e 5mM pa r a  MMA e 2,  5

e lOmM pa r a  PA.  Os c o n t r o l e s  não c o n t i n h a m MMA ou PA.  A
o

r e a ç ã o  f o i  r e a l i z a d a  a 25 C .

A o x i d a ç ã o  do NADH f o i  d e t e c t a d a  a 340nm. As l e i t u r a s  

f o r am l i n e a r e s  p e l o  menos a t é  10 mi n u t o s  após s e r  a d i c i o n a d o

o homogene i zado ( f i g u r a  I I . 6 )  quando o meio de i n c u b a ç ã o

c o n t i n h a  25ug de p r o t e í n a .
-1  -1

A a t i v i d a d e  e n z i m á t i c a  f o i  e x p r e s s a  como umo l . mi n  .g 

de t e c i d o  e c a l c u l a d a  a p a r t i r  de uma c u r v a  padr ão  de NADH,

r e a l i z a d a  con f o r me  d e s c r i t o  no i t em 1 1 . 2 . 6 . 2 .  pg 44.

Todos os e x p e r i m e n t o s  f o r am r e a l i z a d o s  a t é  8 h o r a s  após  

o s a c r i f í c i o  dos a n i m a i s .

M . 2 . 6 . 3 .  Medi da  da a t i v i d a d e  da p i r u v a t o q u i n a s e
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F IGURA 11.5 “  AT I V I DADE  DA P I RUVATOQUI NASE  DE CÉREBRO DE

RATOS COM 15 DI AS DE V I DA,  EM J E J U M .  

CONDIÇÕES EX P E R I ME NTA I S  CONFORME DESCRI TO 

NO ITEM I I . 2 . 6 . 3 .  PG «7

«8



F IGURA I I .6 - L I NEAR I DADE  DA REAÇÃO CATALIZADA PELA

PI RUVATOQU|NASE  DE CÉREBRO DE RATOS COM 

15 DI AS DE V I DA,  EM J E J U M ,  EM FUNÇÃO DO 

TEMPO. CONDIÇÕES E X P E R I MENTA I S  CONFORME 

DESCRI TO NO ITEM I I . E . 6 . 3 .  PG «7



I I . 2 . 6 . 4 .  Med i da  da a t i v i d a d e  da gI  i c o s e - 6 - f o s f a t o  

d e s i d r o g e n a s e

A a t i v i d a d e  da gI i c o s e - 6 - f o s f a t o  d e s i d r o g e n a s e  f o i

dosada em homogene i zados  de c é r e b r o  de r a t o s  c on f o r me  o

método d e s c r i t o  por  Leong e C l a r k  ( 1 9 8 4 ) .

A 0,5ml  de meio de i n c u b a ç ã o  c o n t e n do  T r i t o n  X-100 

0 , 1% ( v / v ) ,  t ampão T r i s - H C I  100mM pH 7 , 5 ,  MgCI E  10mM,

NADP+ 0,5mM, e g l i c o s e - B - f o s f a t o  ImM, f o r a m a d i c i o n a d o s

2 5 ul de homogene i zado  de c é r e b r o  <175ug de p r o t e í n a ) .  A

f i g u r a  I I .7 mo s t r a  que e n t r e  70 e 280ug de p r o t e í n a  a 

v e l o c i d a d e  da r e a ç ã o  é p r o p o r c i o n a l  à q u a n t i d a d e  de m a t e r i a l  

u t I I I z a d o .

MMA e PA t amponados  f o r a m a d i c i o n a d o s  ao meio de

i ncubação  nas c o n c e n t r a ç õ e s  de 1, 2 , 5  e 5mM pa r a  MMA e 2,  5

e 10mM para  PA.  Os t ubos  c o n t r o l e s  não c o n t i n h a m nenhum dos
o

m e t a b ó l i t o s .  A r e a ç ã o  f o i  r e a l i z a d a  a 25 C.

A r edução  do NADP+ f o i  d e t e c t a d a  à 340nm. As l e i t u r a s  

foram l i n e a r e s  p e l o  menos a t é  10 m i n u t o s  após s e r  a d i c i o n a d o

o homogene i zado ( f i g u r a  11 . 8 )  quando o meio de i n c u b a ç ã o

c o n t i n h a  175ug de p r o t e í n a .
- 1  - 1

A a t i v i d a d e  e n z i m á t i c a  f o i  e x p r e s s a  como umo l . mi n  .g 

de t e c i d o  e c a l c u l a d a  a p a r t i r  de uma c u r v a  padr ão  de NADPH,

r e a l i z a d a  c on f o r me  d e s c r i t o  no i t em I I . 2 . 6 . 1 .  pg 42.

Todos os e x p e r i m e n t o s  f o r a m r e a l i z a d o s  a t é  8 ho r a s  após  

o s a c r i f í c i o  dos a n i m a i s .
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F IGURfl I I .7 - AT I V I DADE  DA GL I C0S E -6- F 0S F ATO DES 

DE CÉREBRO DE RATOS COM 15 DI AS  DE 

J E J U M .  CONDIÇÕES E X P E R I ME N T A I S  

DESCRI TO NO ITEM 1 1 . 2 . 6 . ^ .  PG 50

DROGENASE 

VI DA,  EM 

CONFORME
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FIGURA I I . 8 - L I NEAR I DADE  DA REAÇÃO CATALI ZADA PELA

GL I C0SE-6-F0SFAT0 DES I DROGENASE  DE CÉREBRO 

DE RATOS COM 15 DI AS  DE V I DA,  EM J E J U M ,  EM 

FUNÇÃO DO TEMPO.  CONDIÇÕES E X P E R I ME N T A I S  

CONFORME DESCRI TO NO ITEM I I . 2 . 6 . ^ .  PG 50
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I I . 2 . 6 . 5 .  Medi da  da a t i v i d a d e  da s u c c i n a t o  d e s i d r o g e n a s e

1 1 . 2 . 6 . 5 . 1 .  P r e p a r a ç ã o  da f r a ç ã o  m i t o c o n d r i a l

A f r a ç ã o  m i t o c o n d r i a l  f o i  p r e p a r a d a  de a c o r d o  com Nagy

e t  a i .  ( 1 9 8 6 ) .  O c é r e b r o  e f í g a d o  f o r a m r e mo v i d o s

c i r u r g i c a m e n t e  conf o rme  d e s c r i t o  no i t em 1 1 . 2 . 3 .  os t e c i d o s

( c é r e b r o  e f í g a d o ) ,  após serem homogene i zados  com l í q u i d o  de

homogene i zação  ( i t e m  l i . 1 . 2 .  pg 2 9 ) ,  f o r a m c e n t r i f u g a d o s  a 1000 g 
o

4 C pa ra  p r e c i p i t a ç ã o  dos n ú c l e o s  e membranas .  Após e s t a

c e n t r i f u g a ç ã o  i n i c i a l ,  o p r e c i p i t a d o  f o i  d e s c a r t a d o  e o

s o b r e n a d a n t e  ( S I )  f o i  novamente  c e n t r i f u g a d o  a 12000 g por  20
o

mi n u t o s  a ^ C pa r a  p r e c i p i t a ç ã o  das m i t o c ô n d r i a s . 0

p r e c i p i t a d o  d e s t a  segunda c e n t r i f u g a ç ã o  f o i  e n t ã o  s u s p e n s o  

com s o l u ç ã o  sa I  i n a - s a c a r o s e , pH 7 , 2  ( i t e m  1 1 . 1 . 2 .  pg 30 )  em 

um volume e q u i v a l e n t e  a 60% do vo l ume do s i .

1 1 . 2 . 6 . 5 . 2 .  Med i da  da a t i v i d a d e  e n z i m á t i c a

A dosagem da a t i v i d a d e  da s u c c i n a t o  d e s i d r o g e n a s e  em 

c é r e b r o  e f í g a d o  de r a t o s  f o i  r e a l  i z ada  de a c o r d o  com o 

método de S o r ensem e Ma h l e r  ( 1 9 8 2 ) .

A 0,5ml  de meio de i n c ub a ç ã o  co n t e n do  tampão f o s f a t o  de

p o t á s s i o  50mM pH 7 , 5 ,  f e n a z i n a  m e t a s s u i f a t o  0,5mM,  KCN

I ,5mM e d i c l o r o f e n o l i n d o f e n o I  ( D C I P )  50uM,  f o r a m 

a d i c i o n a d o s  25ui  de f r a ç ã o  m i t o c o n d r i a l  ( 60ug de p r o t e í n a  

pa r a  o c é r e b r o  e 3 5 ug de p r o t e í n a  pa r a  o f í g a d o ) .  A f i g u r a

I I . 9 mos t r a  que e n t r e  25 e 100ug de p r o t e í n a  de f r a ç ã o  

m i t o c o n d r i a l  de c é r e b r o  ou e n t r e  15 e 60ug de p r o t e í n a  de 

f r a ç ã o  m i t o c o n d r i a l  de f í g a d o ,  a v e l o c i d a d e  da r e a ç ã o  é
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p r o p o r c i o n a l  às  q u a n t i d a d e s  de m a t e r i a l  u t i l i z a d o .  A m i s t u r a
o

f o i  i n c uba da  d u r a n t e  10 m i n u t o s ,  p r o t e g i d a  da l u z ,  a 37 C em 

banho-ma r i a .

Após o p e r í o d o  de i n c u b a ç ã o ,  f o i  a d i c i o n a d o  s u c c i n a t o  

de s ó d i o  40mM pH 7 , 0  e a r edução  do DCI P  f o i  acompanhada  à 

BOOnm.

MMA ou PA t amponados  f o r am a d i c i o n a d o s  ao mei o de

i n c u b a ç ã o  nas c o n c e n t r a ç õ e s  de 2 , 5 ,  5,  20 e 40mM pa r a  MMA e

5,  20 e 40mM pa r a  PA.  Os t ub os  c o n t r o l e s  não c o n t i n h a m

MMA ou PA.

Também f o i  v e r i f i c a d o  o e f e i t o  da a d m i n i s t r a ç ã o  

s u b c u t â n e a  de MMA t amponado aos a n i m a i s  s ob r e  a a t i v i d a d e  da 

s u c c i n a t o  des I  d r o g e n a s e . Nesse  c a s o ,  o meio de i n c u b a ç ã o  não 

c o n t i n h a  MMA ou PA.  S o l u ç ã o  s a l i n a  em I gua l  vo l ume f o i  

a d m i n i s t r a d a  a r a t o s  c o n t r o l e s .

A r e du ç ã o  do DCI P  f o i  l i n e a r  a t é  1D m i n u t o s  após  a

a d i ç ã o  do s u b s t r a t o  da r e a ç ã o  ( f i g u r a  11 . 10 )  quando o meio 

de i n c u b a ç ã o  c o n t i n h a  BOug de p r o t e í n a  de f r a ç ã o

m i t o c o n d r i a l  de c é r e b r o  ou 35ug de p r o t e í n a  de f r a ç ã o

m l t o c o n d r i a l  de f í g a d o  e c a l c u l a d a  de a c o r do  com uma c u r v a

padrão  de DC I P .  P a r a  r e a l i z a ç ã o  da mesma,  f o r a m a d i c i o n a d a s  

c o n c e n t r a ç õ e s  c o n h e c i d a s  de DCl P  ( 1 2 , 5 ;  25 e 5 0 n mo i / mi )  ao 

melo de i n c u b a ç ã o  e suas  e x t i n ç õ e s  o b s e r v a d a s  a 600nm.

A a t i v i d a d e  e n z i m á t i c a  f o i  e x p r e s s a  como nmoI de DCI P
-1  -1  

r e d u z i d o s . m l n  .mg de p r o t e í n a  .
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jjg de proteina

FIGURA I I . 9 - AT I V I DADE  DA SUCCINATO DES IDROGENASE DE

CÉREBRO ( A )  E DE FÍGADO ( B )  DE RATOS COM 

15 DI AS  DE V I DA,  EM J E J U M .  CONDIÇÕES 

E X P E R I ME N T A I S  CONFORME DESCRI TO NO ITEM 

I I . S . B . 5 . S .  PG 53
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FIGURA 11.10 - L I NEAR I DADE  DA REAÇÃO CATALIZADA PELA

SUCINATO DES IDROGENASE DE CÉREBRO ( A )  C 

FÍGADO ( B )  DE RATOS COM 15 DI AS  DE V I DA,  

EM J E J U M ,  EM FUNÇÃO DO TEMPO.  CONDIÇÕES 

E X P E R I ME NT A I S  CONFORME DESCRI TO NO ITEM

I I . 2 . 6 . 5 . 2 .  PG 53
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I I . 2 . 6 . 6 .  Medi da  da a t i v i d a d e  da b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  

d e s i d r o g e n a s e

I I . E . 6 . 6 . 1 .  P r e p a r a ç ã o  do m a t e r i a l  e n z i m á t i c o

O m a t e r i a l  e n z i m á t i c o  f o i  p r e p a r a d o  de a c o r do  com Leong 

e t  a i .  ( 1 9 8 1 ) .  O c é r e b r o  e o f í g a d o ,  após se rem r e mo v i d o s  e 

homogene i zados  conf o rme  d e s c r i t o s  no i t em I I . S . 2.  pg 3^,  

f o r a m s u bme t i do s  a 3 c i c l o s  de c o n g e l a me n t o  e 

d e s c o n g e l a me n t o  em n i t r o g ê n i o  l í q u i d o  pa r a  rompi ment o  das 

m i t o c ô n d r i a s . O homogene i zado  de f í g a d o  f o i  novamente  

d i l u í d o  10 ve ze s  com l í q u i d o  de homogene i zação  ( i t e m  1 1 . 1 . 2 .  

pg 2 9 ) ,  a n t e s  de p r o c e s s a r - s e  a a n á l i s e .

I I . 2 . 6 . 6 . 2 .  Medi da  da a t i v i d a d e  e n z i m á t l c a

A dosagem da a t i v i d a d e  da b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  

d e s i d r o g e n a s e  em c é r e b r o  e f í g a d o  de r a t o s  f o i  r e a l i z a d a  de 

a c ç r d o  com o método de Leong e t  a i .  ( 1 9 8 1 ) .

A 0,5ml  de meio de i n c u b a ç ã o  c on t e ndo  tampão T r i s - H C I  

1D0mM pH 8 , 5 ,  h i d r a t o  de h i d r a z i n a  ^»OOmM, MgSO^I 10mM, K+- 

EDTA 5mM, NAD+ 10mM e r o t e n o n a  1uM, f o r a m a d i c i o n a d o s  

2 0 uI de homogene i zado ( 120ug de p r o t e í n a  de c é r e b r o  ou 70ug 

de p r o t e í n a  de f í g a d o ) .  A f i g u r a  11.11 mo s t r a  que e n t r e  60 e 

2^0ug de p r o t e í n a  de c é r e b r o  ou e n t r e  35 e 1^0ug de p r o t e í n a  

de f í g a d o ,  a v e l o c i d a d e  da r e a ç ã o  é p r o p o r c i o n a l  às 

q u a n t i d a d e s  de m a t e r i a l  u t i l i z a d o .  A r e a ç ã o  f o i  i n i c i a d a  por  

a d i ç ã o  de D L - b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o , 20mM.
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jug de proteina

F IGURA I I . 11 "  AT I V I DADE  DA BE T A " h I DR OX I B U T I R AT O

DES I DROGENASE  DE CÉREBRO <A) E FÍGADO 

( B )  DE RATOS COM 15 DI AS  DE V I DA,  EM 

J E J U M .  CONDIÇÕES E XP E R I ME NTA I S  CONFORME 

DESCRI TO NO ITETM I I . E . B . 6 . S .  PG 57
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MMA ou PA t amponados  f o r a m a d i c i o n a d o s  ao meio de 

i n cubação  nas c o n c e n t r a ç õ e s  de 1, 2 , 5  e 5mM pa r a  MMA e 2,  5

e lOmM pa r a  PA.  Os c o n t r o l e s  não c o n t i n u a m MMA ou PA.

Também f o i  v e r i f i c a d o  o e f e i t o  da a d m i n i s t r a ç ã o  

s ub c u t â n e a  de á c i d o  m e t i I  ma I ô n i c o  tamponado aos a n i m a i s ,  

sobr e  a a t i v i d a d e  da b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  d e s i d r o g e n a s e . 

Nesse  c a s o ,  o me i o  de i n c u b a ç ã o  não c o n t i n h a  MMA ou PA.  

Ra t o s  c o n t r o l e s  r e c e b e r a m s o l u ç ã o  s a l i n a  em i gua l  vo l ume .

A f o r ma ç ã o  de NADH f o i  medi da  pe l o  aumento da 

a b s o r b â n c i a  a 3^0nm,  sendo e s t e  aumento l i n e a r  a t é  10 

mi nu t os  após a a d i ç ã o  do s u b s t r a t o  ( f i g u r a  I I . 12)  quando o 

meio de i n c u b a ç ã o  c o n t i n h a  120ug de p r o t e í n a  de c é r e b r o  ou 

70ug de p r o t e í n a  de f í g a d o .
- 1  -

A a t i v i d a d e  e n z i m á t P c a  f o i  e x p r e s s a  como umo l . mi n  .g
1

de t e c i d o  e c a l c u l a d a  de a c o r d o  com uma c u r v a  padr ão  de 

NADH, r e a l i z a d a  con f o r me  d e s c r i t o  no I t em I I . 2 . B . 2 .  pg W .
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F I GURA 11.12 ~ L I NEAR I DADE  DA REAÇÃO CATALIZADA PELA B ETA“

H l DROXI BUTI  RATO DES IDROGENASE DE CÉREBRO ( A )  

E FÍGADO ( B )  DE RATOS COM 15 DI AS DE V I DA,  

EM J E J U M ,  EM FUNÇÃO DO TEMPO.  CONDIÇÕES 

E X P E R I ME NTA I S  CONFORME DESCRI TO NO ITEM

I I . 2 . 6 . 6 . 2 .  PG 57
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A dosagem de p r o t e í n a s ,  pa r a  d e t e r m i n a ç ã o  da q u a n t i d a d e  

de m a t e r i a l  e n z i m á t i c o  a s e r  a d i c i o n a d o  ao meio de 

i n c uba ç ã o  e pa r a  e x p r e s s a r  a a t i v i d a d d e  e n z i m á t i c a  da 

s u c c l n a t o  d e s i d r o g e n a s e , f o i  r e a l i z a d a  de a c o r do  com o 

método de Lowry  e t  a i .  ( 1 9 5 1 ) .

I I . 2 . 7 .  Dos agem de p r o t e í n a s

I I . E . 8.  P r o d u ç ã o  de CO no c é r e b r o  a p a r t i r  de s u b s t r a t o s
2

rad i o a t  i vos

1 1 . 2 . 8 . 1 .  P r o d u ç ã o  de CO a p a r t i r  de g l i c o s e
2

A p r odução  de CO a p a r t i r  de g l i c o s e  f o i  r e a l i z a d a  de
2

acor do  com o método de Cr ane  e Morgan ( 1 9 8 3 ) .

P r i s m a s  de c é r e b r o  ( l OOmg)  f o r a m i ncuba dos  em 1ml de

tampão K r e b s - R i n g e r  I I I ,  pH 7 , 0  ( i t e m  I I . 1 . 2 .  pg 30 )
1«

cont endo  2,5mM de g l i c o s e  f r i a  e 0 , 1uC i  de [ 2-  O g l i c o s e .

Os f r a s c o s  c o r r e s p o n d e n t e s  aos gr upos  e x p e r i m e n t a i s

co n t i n ha m a l ém do c i t a d o  a c i ma ,  MMA 5mM ou PA 5mM.

Após,  os f r a s c o s  f o r am g a s e i f i c a d o s  por  1min com uma

m i s t u r a  c a r b o g ê n i c a  ( 5% CO :95% 0 ) e i me d i a t a me n t e  v e da dos
2 2

com r o l h a s  de b o r r a c h a  p r e v i a m e n t e  p e r f u r a d a s  e c o n t e n d o  no 

o r i f í c i o  um b a s t ã o  de v i d r o  com um poço na sua e x t r e m i d a d e  

i n f e r i o r ,  no qual  p r e v i a m e n t e  h a v i a  s i d o  c o l o c a d a  uma t i r a  

de 6 , 5  x 0 , 5  cm de papel  Whatmann 3M dobr ada  3 v e z e s  ( f i g u r a

1 1 . 1 3 ) .

Os f r a s c o s  f o r am i nc uba dos  em banho m e t a b ó l i c o  com
o

a g i t a ç ã o  ( 90 o s c i l a ç õ e s  por  m i n u t o )  à 37 C por  1 h o r a .  Após 

a i n c u b a ç ã o ,  f o r a m a d i c i o n a d o s  ao poço 0,15ml  de h i d r ó x i d o
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de h i a mi na  e 0,25ml  de TCA 50% às p a r e d e s  do f r a s c o .  E s t a s

s o l u ç õ e s  f o r a m c o l o c a d a s  com s e r i n g a  e a gu l ha  de i n j e ç ã o  de

modo a p e r f u r a r  o menos p o s s í v e l  a r o l h a  de b o r r a c h a  pa r a

e v i t a r  a e n t r a d a  ou s a í d a  de g a s e s .  A a d i ç ã o  de p r ó t o n s

( T C A ) ao mei o de i n c u b a ç ã o  t e v e  por  f i n a l i d a d e  p r o d u z i r

á c i d o  c a r b ô n i c o  e CO a p a r t i r  de b i c a r b o n a t o .  0 C02
2

l i b e r a d o  f o i  e n t ã o  c a p t a d o  p e l a  h i a mi n a  i mpregnada  no pape l  

de f i l t r o .

P a r a  a l i b e r a ç ã o  c o mp l e t a  do CO , os f r a s c o s  f o r am
2

d e i x a d o s  em r e p o u s o ,  em t e m p e r a t u r a  a mb i e n t e ,  d u r a n t e  mei a

hora  ao f i n a l  da qual  o pape l  de f i l t r o  f o i  r e t i r a d o  com

p i n ç a  e t r a n s f e r i d o  pa r a  f r a s c o s  con t endo  lOml de l í q u i d o  de

c i n t i l a ç ã o  e a r a d i o a t i v i d a d e  medi da  em um c i n t i l a d o r .
- 1  - 1

Os r e s u l t a d o s  f o r a m e x p r e s s o s  em n m o I . h .g de

c é r e b r o .

1 1 . 2 . 8 . 2 .  P r o d u ç ã o  de CO a p a r t i r  de a c e t a t o
2

P r i s m a s  de c é r e b r o  (100mg)  f o r am i n c u b a da s  em 1ml de

tampão K r e b s - R i n g e r  I I I ,  pH 7 , 0  ( i t e m  1 1 . 1 . 2 .  pg 30 )
1«

cont endo  0 , 2 u C i  de CU- C l a c e t a t o ,  5mM de a c e t a t o  de s ó d i o

f r i o  e 5mM de g l i c o s e  f r i a .  A p r odução  de CO a p a r t i r  de
2

a c e t a t o  s e g u i u  o mesmo p r o c e d i me n t o  u t i l i z a d o  no i t em

1 1 . 2 . 7 . 1 . .
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F I GURA I I .13 ~ FRASCO UT I L I ZADO PARA A PRODUÇÃO DE CO A

PART I R  DE SUBSTRATOS RADIOATI VOS
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I I . E . 9.  I n c o r p o r a ç ã o  de s u b s t r a t o s  r a d i o a t i v o s  em l i p í d i o s
14

A medi da  da i n c o r p o r a ç ã o  de CS -  C D g l i c o s e  e CU-
14

C l a c e t a t o  em l i p í d i o s  p e l o  c é r e b r o  de r a t o s  f o i  r e a l i z a d a  

de aco r do  com o método de Cr ane  e Morgan ( 1 9 8 3 ) .  A e x t r a ç ã o  

dos l i p í d i o s  t o t a i s  do c é r e b r o  p r o c e d e u - s e  de a c o r do  com 

F o l c h  e t  a i . ( 1 9 5 7 ) .

Após a c o l e t a  do pape l  de f i l t r o  co n t e ndo  o CO
2

14 14
p r o d uz i d o  a p a r t i r  de C2- C l g l i c o s e  ou CU- C ü a c e t a t o ,  o

meio de i n c u b a ç ã o  ( 1 m l )  co n t e ndo  100mg de t e c i d o  f o i

r e t i r a d o  e p r o c e s s a d o  pa r a  a e x t r a ç ã o  de l i p í d i o s  t o t a i s .  O

m a t e r i a l  f o i  homogene i zado  com 3ml de c l o r o f ó r m i o  e 2ml de

m e t a n o l .  Os homogene i zados  f o r a m t r a n s f e r i d o s  pa r a  t ubos  de

c e n t r í f u g a  e m i s t u r a d o s  em v o r t e x .  Foram e n t ã o  c e n t r i f u g a d o s

a 3000 rpm d u r a n t e  10 m i n u t o s .  Após à c e n t r i f u g a ç ã o ,  t r ê s

f a s e s  f o r am o b t i d a s :  uma f a s e  s u p e r i o r ,  con t endo  component es

p o l a r e s  ( 3 : 4 8 : 4 7  v / v ) ,  uma f a s e  i n f e r i o r  con t e ndo

componentes  a p o i a r e s  ( 8 6 : 1 4 : 1  v / v )  e um p r e c i p i t a d o  p r o t é i c o

e n t r e  as duas f a s e s .  A f a s e  i n f e r i o r  ( l i p í d i c a )  f o i  e n t ã o

t r a n s f e r i d a  pa r a  o u t r o s  t u b o s  de c e n t r í f u g a  e l a v a d a  3 v e z e s

com uma m i s t u r a  c I o r o f ó r m i  o .-metano I : água ( 3 : 4 8 : 4 7  v / v )  sendo

que e n t r e  cada  l a vagem os t ubos  f o r a m c e n t r i f u g a d o s  a 300G

rpm por 3 m i n u t o s  e a f a s e  s u p e r i o r  d e s p r e z a d a .

0 vol ume f i n a l  da ú l t i m a  f a s e  i n f e r i o r  f o i  medido e

0,5ml  d e s t e  f o i  t r a n s f e r i d o  pa r a  f r a s c o s  de cont agem.  E s t a
o

a l í q u o t a  f o i  e n t ã o  e v a p o r a d a  à 50 C em banho m a r i a .  Aos 

f r a s c o s  f o r a m a d i c i o n a d o s  5ml de l í q u i d o  de c i n t i l a ç ã o  e a 

r a d i o a t i v i d a d e  me d i da .
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P a r a  o c á l c u l o  da c o n c e n t r a ç ã o  f i n a l  de s u b s t r a t o s

r a d i o a t i v o s  i n c o r p o r a d o s  em l i p í d i o s ,  f o i  l e v a do  em

c o n s i d e r a ç ã o  o vo l ume t o t a l  da ú l t i m a  f a s e  do e x t r a t o  de
-1 -1

l i p í d i o s .  Os r e s u l t a d o s  f o r a m e x p r e s s o s  em n mo l . h .g de

c é r e b r o .

I I . 2 . 1 0 .  A n á l i s e  e s t a t í s t i c a

Os r e s u l t a d o s  f o r a m e x p r e s s o s  como médi a  ± d e s v i o  

p a d r ã o .  A compar ação  e n t r e  ma i s  de d o i s  g r upos  f o i  r e a l i z a d a  

por  a n á l i s e  de v a r i â n c i a  de uma v i a  (ANOVA)  s e g u i d a  do t e s t e  

de Duncan quando o v a l o r  de F f o i  s i g n i f i c a n t e  ( p <0 . 0 5 )  

( B l l s s ,  1967 ) .  Quando f o r a m compar ados  d o i s  g r upos  e n t r e  s i  

u t i l i z o u - s e  o t e s t e  t  de S t u d e n t  pa r a  a mo s t r a s  i n d e p e n d e n t e s  

ou d epe nde n t e s  c on f o r me  o c a s o  ( L e v i n ,  1978 ) .

P a r a  e s t a s  a n á l i s e s  f o i  u t i l i z a d o  o programa de 

e s t a t í s t i c a  S P S S / P C - p l u s  em um mi c r o c o mp u t a d o r  I BM/PC-XT 

compat  í v e l .

Os c á l c u l o s  de r e g r e s s ã o  l i n e a r  pa r a  as r e p r e s e n t a ç õ e s  

g r á f i c a s  de L i n e w e a v e r  e Bu r k  e de Di xon f o r a m r e a l i z a d o s  em 

uma c a l c u l a d o r a  p r o g r a m á v e l .
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I I I .  RESULTADOS

I I  1.1.  E F E I TO  DO METILMALONATO E PROPIONATO SOBRE A

CAPTAÇÃO IN VITRO DE GL I COS E  POR CÉREBRO DE RATOS

COM 15 DI AS  DE V I DA,  EM J E J U M

1 1 1 . 1. 1 .  E f e i t o  do m e t i I m a l o n a t o  e p r o p i o n a t o  a d i c i o n a d o s  

ao me I o de i ncubação

M e t i I  ma I o n a t o , quando a d i c i o n a d o  ao meio de i n c u b a ç ã o ,  

aumenta s i g n i f i c a t i v a m e n t e  ( F ( 3 , 2 8 )  = 11 , 16 ;  p<0. 001 )  a

i n c o r p o r a ç ã o  de g l i c o s e  por  c é r e b r o  de r a t o s  em j e j um

( t a b e l a  I I I . 1 ) ,  sendo e s t e  e f e i t o  s i g n i f i c a n t e  a p a r t i r  de 

ImM de MMA a d i c i o n a d o s  ao me i o .  P r o p i o n a t o ,  por  o u t r o  l a do ,  

( t a b e l a  i l l . 1 )  não p r ovocou  nenhum e f e i t o  s o b r e  a c a p t a ç ã o  

de g l i c o s e  por  c é r e b r o  de r a t o s  ( F ( 3 , 2 8 ) =  0 , 4 7 4 ;  p <0 , 7 0 ) .

111 . 1 . 2 .  E f e i t o  da a d m i n i s t r a ç ã o  de m e t i I  ma I o n a t o  s o b r e  a 

c a p t a ç ã o  in v i t r o  de g l i c o s e

A t a b e l a  I I l .2 mo s t r a  a u t i l i z a ç ã o  de g l i c o s e  pe l o  

c é r e b r o  de r a t o s  em j e j u m que r e c e b e r a m  i n j e ç õ e s  s u b c u t â n e a s  

de MMA. A i n c o r p o r a ç ã o  de g l i c o s e  por  p r i s ma s  de c é r e b r o  de 

r a t o s  em j e j u m t r a t a d o s  com MMA f o i  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  ma i o r  

quando comparada  com o grupo c o n t r o l e  ( t = 2 , 8 7 5 ;  p <0 , 0 1 ) .
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EF E I TO DO METILMALONATO (MMA) E PROPIONATO ( P A )  SOBRE A 

CAPTAÇÃO IN VI TRO DE GL I COSE  POR CÉREBRO DE RATOS COM 15 

DIAS DE VI DA,  EM J E J U M

TABELA I I I .1

MMA

C o n t r o l e s 1 mM 2,5mM 5mM

* * * * *
21, 0  ± 3 , 3 3 1 . 8  ± 4 , 4 2 6 , 2  ± 3 , 9 2 9 , 4  ± 3 , 8

PA

C o n t r o l e s 2mM 5mM lOmM

21,1 ± 2 , 7 23,1 ± 6 , 2 2 3 , 2  ± 5,1 23 , 9  ± 5 , 3

Cada r e s u l t a d o r e p r e s e n t a  a méd i a de 8 expe r  i mentos

i n de p e nde n t e s  e e s t ã o  e x p r e s s o s  em umol de g l i c o s e
- 1  - 1

c a p t a d a . h  .g + d e s v i o  p a d r ã o .  C o n d i ç õ e s  e x p e r i m e n t a i s

conforme d e s c r i t o  em M a t e r i a l  e Mé t odos  i t em 1 1 . 2 . 3 . 1 .  pg

35.  As d i f e r e n ç a s  e n t r e  as méd i a s  dos v á r i o s  g r upos  f o r a m

a n a l i s a d a s  por  ANOVA s e g u i d a  p e l o  t e s t e  de Duncan quando 

o F f o i  s i g n i f i c a n t e . D i f e r e n ç a s  s i g n i f i c a n t e s  quando

comparadas  com o grupo c o n t r o l e :  * p<0, 05;  * *  p<0, 01 .
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CAPTAÇÃO IN VI TRO DE GL I COSE  POR CÉREBRO DE RATOS COM 15 

DI AS DE VI DA,  EM J E J U M ,  TRATADOS COM MET I LMALONATO ( MMA) OU 

COM SOLUÇÃO SAL I NA

T A B E L A  I I I . 2

C o n t r o l e s  ( s a l i n a ) MMA

*
19,5 ± 3 , 8 23 , 6  ± 2 , 8

Cada r e s u l t a d o  r e p r e s e n t a  a médi a  de 12 e x p e r i m e n t o s

i n d e p e n d e n t e s  e e s t ã o  e x p r e s s o s  em umoI de g l i c o s e  
-1 -1

c a p t a d a . h  .g + d e s v i o  p a d r ã o .  C o n d i ç õ e s  e x p e r i m e n t a i s  

conf orme  d e s c r i t o  em M a t e r i a l  e Métodos  i t em 1 1 . 2 . 3 . 2 .  pg

36.  As d i f e r e n ç a s  e n t r e  as méd i a s  do grupo c o n t r o l e  e do 

grupo t r a t a d o  com MMA ( *  p<0, 05)  f o r a m a n a l i s a d a s  p e l o  t e s t e  

" t "  de S t u d e n t  pa r a  a mo s t r a s  i n d e p e n d e n t e s .
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I I  1 . 2 .  E F E I TO  DO METILMALONATO E PROPIONATO SOBRE 

AT I V I DADES  ENZ I MÁTI CAS  EM RATOS COM 15 DI AS  DE V I DA,  

EM J E J UM

I I I . 2 . 1 .  E f e i t o  do m e t i l m a l o n a t o  e p r o p l o n a t o  s o b r e  a 

a t i v i d a d e  da h e x o q u i n a s e  de c é r e b r o  de r a t o s  

Me t i l ma  I o n a t o , quando a d i c i o n a d o  ao meio de I n c u b a ç ã o ,  

não i n t e r f e r i u  na a t i v i d a d e  da h e x o q u i n a s e  de c é r e b r o  de 

r a t o s  ( t a b e i a  I I I . 3 )  em j e j u m ( F ( 3 , 1 2 ) = 0 , 6 3 1 0 ;  p <0 , 6 1 ) .  0

mesmo pode s e r  o b s e r v a d o  em r e l a ç ã o  ao p r o p l o n a t o  

< F < 3 , 12 )  = 0 , 0^7 ;  p <0 , 9 8 ) .

I I I . 2 . 2 .  E f e i t o  do m e t i l m a l o n a t o  e p r o p i o n a t o  s o b r e  a 

a t i v i d a d e  da f o s f o f r u t o q u i n a s e  de c é r e b r o  de r a t o s  

A t a b e l a  I I I a p r e s e n t a  os r e s u I t a d o s  o b t i d o s  quando 

MMA ou PA f o r am a d i c i o n a d o s  ao meio de i n c u b a ç ã o  de modo a 

o b s e r v a r - s e  seus  e f e i t o s  s ob r e  a f o s f o f r u t o q u i n a s e  de

c é r e b r o  de r a t o s  de 15 d i a s  de v i d a .  MMA ou PA não

m o d i f i c a r a m  a a t i v i d a d e  da enzima em c é r e b r o  de r a t o s  em

j e j u m (MMA - F < 3 , 1 2 ) = 0 , 117;  p<0,95;  PA - F <3 , 12 ) =0 , 068 ;

p<0,97 ) .
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E F E I TO  DO METILMALONATO (MMA) E PROPIONATO <PA> SOBRE A 

AT I V I DADE  DA HEXOQUINASE DE CÉREBRO DE RATOS COM 15 DI AS

DE VI DA,  EM J E J U M

T A B E L A  I I  I . 3

MMA

C o n t r o l e s ImM 2,5mM 5mM

11,6 ± 0,6*1 11,3 ± 0 , 62 1 1 ,*1 ± D ,52 11,1 ± 0,81

PA

C o n t r o l e s 2mM 5mM 1 OmM

10,9 ± 0 , 87 11, 2  ± 1,40 11, 2  ± 1,35 11, 0 ± 1 , 27

Cada r e s u l t a d o  r e p r e s e n t a  a médi a  de 4 e x p e r i m e n t o s
-1 -1

i n d e p e n d e n t e s  e e s t ã o  e x p r e s s o s  em umol . mi n  .g ± d e s v i o  

p a d r ã o .  C o n d i ç õ e s  e x p e r i m e n t a i s  con f o rme  d e s c r i t o  em

M a t e r i a l  e Métodos  i t em l l . 2 . 6 . 1 .  pg <10.
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TABELA 111. «

E F E I T O  DO METILMALONATO < MMA) E PROPIONATO <PA)  SOBRE A 

AT I V I DADE  DA FOSFOFRUTOQUINASE DE CÉREBRO DE RATOS COM 15

DI AS  DE V I DA,  EM J E J U M

MMA

C o n t r o l e s imM 2,  5mM 5mM

28,1 ± E , E E 2 8 , 4  ± 3 , 53 27 , 6  ± 2 , 39 2 7 , 5  ± 1,81

PA

C o n t r o l e s 2mM 5mM 10mM

27, 6  ± 2 , 38 2 8 , 4  ± 1,38 27 , 8  ± 3 , 10 27 , 9  ± 0 , 57

Cada r e s u l t a d o  r e p r e s e n t a  a médi a  de 4 e x p e r i e m t n o s
- 1  - 1

i n d e p e n d e n t e s  e e s t ã o  e x p r e s s o s  por  umo l . mi n  .g ± d e s v i o  

p a d r ã o .  C o n d i ç õ e s  e x p e r i m e n t a i s  con f o rme  d e s c r i t o  em

M a t e r i a l  e Métodos  i t em I I . 2 . 6 . 2 .  pg «4 .

71



I I I . 2 . 3 .  E f e i t o  do met i  I ma I o n a t o  e p r o p i o n a t o  s o b r e  a 

a t i v i d a d e  da p I r u v a t o q u I n a s e  de c é r e b r o  de r a t o s  

MMA, quando a d i c i o n a d o  ao meio de i n c u b a ç ã o ,  não a f e t o u  

a t i v i d a d e  da p I r u v a t o q u I n a s e  de c é r e b r o  de r a t o s  com 15 d i a s  

de v i d a ,  em j e j u m  ( F ( 3 , 1 2 )  = 0,09*I ;  p<0, 96 )  ( t a b e l a  I I I . 5 ) .  

Ne s t a  t a b e l a  pode s e r  o b s e r v a d o  que a a t i v i d a d e  d e s t a  enz i ma 

não f o i  a l t e r a d a  por  PA ( F = < 3 , 12 )  =0 ,21*1; p <0 , 88 ) .

TABELA I I I .5

E F E I TO DO METILMALONATO ( MMA) E PROPIONATO ( P A )  SOBRE A 

AT I V I DADE  DA P I RUVATOQUI NASE  DE CÉREBRO DE RATOS COM 15 DI AS  

DE VI DA,  EM J E J U M

MMA

c o n t r o l e s ImM 2,5mM 5mM

23, 9  ± 2,51 2 3 , 8  ± 2 , 7 ^ 2 3 , 9  ± 1,09 2*1,7 ± 2 , 13

PA

C o n t r o I  es 2mM 5mM lOmM

24 , 7  ± 3,31 23 , 6  ± 2 ,2 3 25,1  ± 1,19 2<1,2 ± 3 , 50

Cada r e s u l t a d o  r e p r e s e n t a  a méd i a  de 4 e x p e r i m e n t o s
- 1  - 1

i n d e p e n d e n t e s  e e s t ã o  e x p r e s s o s  em umol . ml n  .g ± d e s v i o  

pa d r ã o .  C o n d i ç õ e s  e x p e r i m e n t a i s  con f o r me  d e s c r i t o  em

M a t e r i a l  e Métodos  i t em I I . 2 . 6 . 3 .  pg <16.
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11 1 . 2 . ^ .  E f e i t o  do m e t i I  ma I o n a t o  e p r o p i o n a t o  s o b r e  a 

a t i v i d a d e  da gI  i c o s e - B - f o s f a t o  d e s i d r o g e n a s e  de 

c é r e b r o  de r a t o s

Na t a b e l a  I I I .6 pode s e r  o b s e r v a d o  que MMA, a d i c i o n a d o  

ao meio de i n c u b a ç ã o ,  não i n t e r f e r i u  na a t i v i d a d e  da 

g I i c o s e - B - f o s f a t o  d e s i d r o g e n a s e  de c é r e b r o  de r a t o s  de 15 

d i a s  de v i d a  em j e j u m  ( F ( 3 , 1 2 ) = 0 , 9 9 8 ;  p< 0,<1 3 ) .  0 mesmo pode 

s e r  o bs e r v a d o  com r e l a ç ã o  ao PA:  F ( 3 , 1 2 )  =0,351;  p<0,79.

111. 3.  E F E I TO  DO METILMALONATO E PROPIONATO SOBRE A

PRODUÇÃO DE LACTATO IN VI TRO A PART I R  DE GL I COSE  POR

CÉREBRO DE RATOS COM 15 DI AS  DE V I DA,  EM J E J U M

I I I . 3 . 1 .  E f e i t o  do m e t i I  ma I o n a t o  e p r o p i o n a t o  a d i c i o n a d o s

ao me i o de i ncubação  

L a c t a t o  e g l i c o s e  f o r a m dosados  no meio de i n c u b a ç ã o  

após os p r i s ma s  de c é r e b r o  t e r e m s i d o  i n c uba dos  com 5mM de 

g l i c o s e  na p r e s e n ç a  de MMA ou PA.  Os c o n t r o l e s  não c o n t i n h a m 

e s t e s  m e t a b ó l i t o s  no meio de i n c u b a ç ã o .  Os r e s u l t a d o s  

r e f e r e n t e s  à c a p t a ç ã o  de g l i c o s e  j á  f o r am a p r e s e n t a d o s  na 

t a b e l a  I I I . 1 .

Após a i n c u b a ç ã o  do c é r e b r o  de a n i m a i s  em j e j u m com 

g l i c o s e ,  houve um aumento s i g n i f i c a t i v o  na p r odução  de 

l a c t a t o  quando MMA e s t a v a  p r e s e n t e  no meio ( F ( 3 , 2 8 ) = 4 , 3 6 5 ;  

P<0, 01 )  a p a r t i r  de 2,5mM ( t a b e l a  I I I . 7 ) .
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EF E I TO DO METILMALONATO (MMA)  E PROPIONATO ( P A )  SOBRE A

ATI VI DADE DA GL I C 0S E - 6- F 0S F A TO  DES I DROGENASE DE CÉREBRO DE

TABELA I I I . 6

RATOS COM 15 DI AS DE V I DA,  EM J E J U M

MMA

C o n t r o l e s 1 mM 2,5mM 5mM

1,86 ± 0 , 09 1,91 ± 0,1-1 1 , 93 ± 0 , 12 1 ,81 ± 0 , 0 2

PA

C o n t r o l e s  2mM 5mM 10mM

1,90 ± 0,0-1 1 , 92  ± 0 , 09  1,91 ± 0 , 18  1,95 ± 0,1-1

Cada r e s u l t a d o  r e p r e s e n t a  a méd i a  de -1 e x p e r i m e n t o s
- 1  - 1

i n d e p e n d e n t e s  e e s t ã o  e x p r e s s o s  em umol . mi n  .g ± d e s v i o  

pa d r ã o .  C o n d i ç õ e s  e x p e r i m e n t a i s  conf o rme  d e s c r i t o  em

M a t e r i a l  e Métodos  i t em l i . 2.6.-1.  pg 50.
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EF E I TO DO METILMALONATO ( MMA) E PROPIONATO ( P A )  SOBRE A 

PRODUÇÃO IN VI TRO DE LA-CTATO A PART I R  DE GL I COSE  POR 

CÉREBRO DE RATOS COM 15 DI AS  DE V I DA ,  EM J E J U M

T A B E L A  I I I . 7

MMA

C o n t r o l e s 1 mM 2,  5mM 5mM

<1,39 ± 0 ,70 5 ,2 4  ± 0 , 99
*

5 , 7 2  ± 0 , 78
*

5 , 83  ± 1,02

( 8 ) ( 8 ) ( 8 ) ( 8 )

PA

C o n t r o l e s 2mM 5mM 10mM

5, 03  ± 0 ,26 4 , 9 0  ± 0 , 26
* *

3 , 78  ± 0,31
* *

3 , 67  ± 0,21

(6 ) (6 ) (6 > ( 6 )

Cada r e s u l t a d o  r e p r e s e n t a  a méd i a  + d e s v i o  padr ão  e e s t á
-1  -1

e xp r e s s o  em umol de l a c t a t o  p r o d u z i d o . h  .g . Números e n t r e  

p a r ê n t e s e s  r e p r e s e n t a m  o número de r a t o s .  Co n d i ç õ e s  

e x p e r i m e n t a i s  con f o r me  d e s c r i t o  em M a t e r i a l  e Métodos  i t em

I I . S . 5 . 1 .  pg 39.  As d i f e r e n ç a s  e n t r e  as mé d i a s  dos v á r i o s  

grupos  f o r am a n a l i s a d a s  por  ANOVA s e g u i d a  p e l o  t e s t e  de 

Duncan quando o F f o i  s i g n i f I  c a n t e . D i f e r e n ç a s  s i g n i f i c a n t e s  

quando comparadas  com o grupo c o n t r o l e :  * p<0,05;  * *  p<0,01.
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Pode s e r  o b s e r v a d o  na t a b e l a  I I I . 7 que o PA,  quando 

a d i c i o n a d o  ao melo de I n c u b a ç ã o ,  d i m i n u i u  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  

a produção de l a c t a t o  a p a r t i r  de g l i c o s e  dos c é r e b r o s  de 

r a t o s  em j e j u m ( F ( 3 , 2 0 ) = 4 5 , 3 1  ; p < 0 , 0 0 1 ) .

I I I . 3 . 2 .  E f e i t o  da a d m i n i s t r a ç ã o  de m e t l I  ma I o n a t o  s o b r e  a 

p r odução  In v i t r o  de l a c t a t o  a p a r t i r  de g l i c o s e  

Como MMA p r o d u z i u  e f e i t o  s o b r e  a p r odução  de l a c t a t o  

por c é r e b r o  de a n i m a i s  em j e j u m ,  e s t e  m e t a b ó l i t o  f o i  

a d m i n i s t r a d o  a um grupo de r a t o s  de modo a o b s e r v a r - s e  seu 

e f e i t o .

Na t a b e l a  I I I . 8 o b s e r v a - s e  que MMA não t e v e  e f e i t o

s obr e  a p r odução  de l a c t a t o  a p a r t i r  de g l i c o s e  quando 

a d m i n i s t r a d o  a a n i m a i s  em j e j u m  ( t = 0 , 4 5 9 ;  p<0, 70 )  quando

comparado com a n i m a i s  i n j e t a d o s  com NaCl  0 ,8 5 %  ( c o n t r o l e s ) .

TABELA I I I .8 

PRODUÇÃO IN VI TRO DE LACTATO A PART I R  OE

GL ICOSE POR CÉREBRO DE RATOS COM 15 DI AS  DE V I DA,  EM J E J U M ,

TRATADOS COM METILMALONATO (MMA)  OU COM SOLUÇÃO SAL I NA

C o n t r o l e s  ( s a l i n a ) MMA

4 , 1 2  ± 0 , 98 4 , 3 2  ± 0 , 97

Cada r e s u l t a d o  r e p r e s e n t a  a méd i a  de 10 e x p e r i m e n t o s

I n de p e nd e n t e s  e e s t ã o  e x p r e s s o s  em umoI de l a c t a t o
-1  -1

p r o d u z i d o . h  .g ± d e s v i o  p a d r ã o .  C o n d i ç õ e s  e x p e r i m e n t a i s

conforme d e s c r i t o  em M a t e r i a l  e Mé t odos  i t em I I . 2 . 5 . 2 .  pg 40
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111.4.  E F E I TO  DO MET I LMALONATO E PROPIONATO SOBRE A 

AT I V I DADE  DA SUCCINATO DES I DROGENASE

I I I . 4 . 1 .  E f e l t o  do m e t i I  ma I o n a t o  e p r o p l o n a t o  s o b r e  a 

a t i v i d a d e  da s u c c i n a t o  d e s i d r o g e n a s e  de c é r e b r o  de 

r a t o s

Na t a b e l a  I I 1.9 pode-se  o b s e r v a r  o e f e l t o  do MMA e PA 

quando a d i c i o n a d o s  ao meio de i n c u b a ç ã o  s o b r e  a a t i v i d a d e  da 

s u c c i n a t o  d e s l d r o g e n a s e  de c é r e b r o  de r a t o s  de 15 d i a s  de 

v i d a .  U t i l i z a r a m - s e  a l t a s  c o n c e n t r a ç õ e s  dos m e t a b ó i i t o s  ( 20 

e 40mM); c o n s i d e r a n d o - s e  que a c o n c e n t r a ç ã o  do s u b s t r a t o  

s u c c i n a t o  no e n s a i o  e r a  de 40mM.

MMA, nas c o n c e n t r a ç õ e s  de 20 e 40mM, i n i b i u  

s i g n i f i c a t i v a m e n t e  a a t i v i d a d e  e n z i m á t i c a  de c é r e b r o  de 

r a t o s  em j e j u m ( F < 4 ,24 ) = 11 , 11 ;  p <0 , 0 0 1 ) .

P r o p l o n a t o ,  quando a d i c i o n a d o  ao meio de i n c u b a ç ã o  não 

p r oduz i u  e f e i t o  s i g n i f i c a t i v o  s o b r e  a a t i v i d a d e  da s u c c i n a t o  

d e s i d r o g e n a s e  c e r e b r a l  <F <3 , 1 2 ) = 0 , 0 1 5 ;  p < 0 , 9 9 ) .
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E F E I TO  DO METILMALONATO (MMA) E PROPIONATO ( P A )  SOBRE A 

ATI V I DADE  DA SUCCINATO DES IDROGENASE DE CÉREBRO DE RATOS 

COM 15 DI AS DE VI DA,  EM J E J U M

T A B E L A  I I I . 3

C o n t r o l e s

MMA

2,5mM 5mM 20mM •qomM

15,17 

± 1 ,08 

(6  )

15,37 1 , ^3 

± 2 , ^8  ± 2 , 5*1 

( 6 )  ( 6 )

* *
1 D , 71 

± 0,71 

<6 )

* *
10 ,^3 

± 1 , 3 1  

<6 )

PA

C o n t r o l e s 5mM 20mM 40mM

15,82 15 ,85 16,03 15 ,85

± 3 , 68 ± 3 , ^ 6 ± 3 , 3 2 ± 3 ,5 3

( « ) ( « ) ( « ) ( « )

Cada r e s u l t a d o  r e p r e s e n t a  a médi a  ± d e s v i o  padr ão  e e s t á
- 1  - 1  

e x p r e s s o  em nmol . mi n  .mg de p r o t e í n a  . Números e n t r e

p a r ê n t e s e s  r e p r e s e n t a m  o número de r a t o s .  C o n d i ç õ e s

e x p e r i m e n t a i s  con f o rme  d e s c r i t o  em M a t e r i a l  e Mé t odos  I t em

I I . 5 . B . 5 . S .  pg 53.  As d i f e r e n ç a s  e n t r e  as mé d i a s  dos v á r i o s

gr upos  f o r am a n a l i s a d a s  por  ANOVA s e g u i d a  p e l o  t e s t e  de

Duncan quando o F f o i  s i g n i f i c a n t e . D i f e r e n ç a s  s i g n i f i c a n t e s

quando comparadas  com o grupo c o n t r o l e :  * p<0, 05;  * *  p<0, 01 .

7 8



I l I . 4 . Z .  E f e i t o  do met i  I ma I ona to e p r o p i o n a t o  s o b r e  a 

a t i v i d a d e  da s u c c i n a t o  d e s i d r o g e n a s e  de f í g a d o  

de r a t o s

Como MMA i n i b i u  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  a a t i v i d a d e  da 

s u c c i n a t o  d e s i d r o g e n a s e  em c é r e b r o  de r a t o s  de 15 d i a s  de

v i d a ,  f o i  i n v e s t i g a d o  o e f e i t o  d e s t e  m e t a b ó l i t o  e do PA,

a d i c i o n a d o s  ao meio de i n c u b a ç ã o ,  s o b r e  a a t i v i d a d e  da 

s u c c i n a t o  d e s i d r o g e n a s e  de f í g a d o  de r a t o s  j á  que o f í g a d o  é 

um órgão gI i c o n e o g ê n i co  e a h l p o g i i c e m i a  uma das 

c a r a c t e r í s t i c a s  da m e t i I  ma I o n i c a c i d e m i a .

P a r a  t a n t o ,  f o i  u t i l i z a d a  somente  uma c o n c e n t r a ç ã o  de 

MMA e PA i gua l  à c o n c e n t r a ç ã o  de s u b s t r a t o  ( s u c c i n a t o )  

u t i l i z a d a  no e n s a i o  e n z i m á t i c o ,  ou s e j a ,  «íOmM.

A a t i v i d a d e  da s u c c i n a t o  d e s i d r o g e n a s e  h e p á t i c a  f o i  

s i g n i f i c a t i v a m e n t e  i n i b i d a  por  e s t a  c o n c e n t r a ç ã o  de MMA

( t = ^ , 9 0 3 ;  p<0, 0 0 1 ) ,  como pode s e r  o b s e r v a d o  na t a b e l a

111.10.

0 PA ( t a b e l a  111. 10)  não t e v e  e f e i t o  s o b r e  a a t i v i d a d e  

e n z i m á t i c a  h e p á t i c a ,  a s s i m como no c é r e b r o  de a n i m a i s  em 

j e j um ( t  = 0 , 198 ;  p<0 , 90 ) .
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E F E I TO  DO METILMALONATO (MMA) E PROPIONATO ( P A )  SOBRE A 

AT I V I DADE  DA SUCCINATO DES IDROGENASE DE FÍGADO OE RATOS 

COM 15 DI AS DE V I DA,  EM J E J U M

T A B E L A  1 1 1 . 1 0

C o n t r o l e s MMA «OmM

16,39 ± 1 ,78
* *

10,50 ± 3 ,5 3

( 8 ) ( 8 )

C o n t r o 1 es PA 'lOmM

16,60 ± 2,^1 16,76 ± 3 ,5 9

(6  ) <6 )

Cada r e s u l t a d o  r e p r e s e n t a  a méd i a  ± d e s v i o  padr ão  e e s t á
-1 -1  

e x p r e s s o  em nmo l . ml n  .mg de p r o t e í n a  . Números e n t r e

p a r ê n t e s e s  r e p r e s e n t a m  o número de r a t o s .  C o n d i ç õ e s

e x p e r i m e n t a i s  con f o r me  d e s c r i t o  em M a t e r i a l  e Métodos  i t em

I I . S . B . 5 . 2 .  pg 53.  As d i f e r e n ç a s  e n t r e  as méd i as  dos g r upos

c o n t r o l e s  e dos gr upos  e x p e r i m e n t a i s  ( * *  0 , 0 0 1 )  f o r a m

a n a l i s a d a s  p e l o  t e s t e  " t ” de S t u d e n t  pa r a  a m o s t r a s

d e p e n d e n t e s .
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I I I . 4 . 3 .  E f e i t o  da a d m i n i s t r a ç ã o  de m e t i I  ma I o na to  

a r a t o s  com 15 d i a s  de v i d a ,  em j e j u m ,  s o b r e  a 

a t i v i d a d e  da s u c c i n a t o  d e s i d r o g e n a s e  no c é r e b r o  

A medi da  da a t i v i d a d e  e n z i m á t i c a  em c é r e b r o  de r a t o s  em 

j e j u m i n j e t a d o s  s u b c u t a ne a me n t e  com MMA r e v e l o u  que e s t e  

m e t a b ó l i t o  i n i b e  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  e s t a  enz i ma < t= 5 ,957 ; 

P<0, 0 5 )  como pode s e r  v i s t o  p e l a  t a b e l a  l i l . l l .

TABELA 111.11

ATI V I DADE  DA SUCCINATO DES IDROGENASE OE CÉREBRO DE RATOS 

COM 15 DI AS  DE V I DA,  EM J E J U M ,  TRATADOS COM METILMALONATO 

(MMA) OU COM SOLUÇÃO SAL I NA

C o n t r o l e s MMA

*
14,50  ± 5 ,5 0 11 ,04 ± 1 .35

Cada r e s u l t a d o  r e p r e s e n t a  a médi a  de 8 e x p e r i m e n t o s
-1

i n d e p e n d e n t e s  e e s t ã o  e x p r e s s o s  em nmol . mi n  .mg de 
-1

p r o t e í n a  ± d e s v i o  pa d r ã o .  C o n d i ç õ e s  e x p e r i m e n t a i s  con f o r me  

d e s c r i t o  em M a t e r i a l  e Métodos  i t em I I . 5 . B . 5 . 5 .  pg 53.  A 

d i f e r e n ç a  e n t r e  as méd i as  do grupo c o n t r o l e  e do grupo 

t r a t a d o  com MMA <* p<0, 05)  f o i  a n a l i s a d a  pe l o  t e s t e  " t "  de 

S t u d e n t  pa r a  a m o s t r a s  i n d e p e n d e n t e s .
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l l l . ^ . ^ .  E f e i t o  da a d m i n i s t r a ç ã o  de m e t i I  ma I o n a t o  

a r a t o s  com 15 d i a s  de v i d a ,  em j e j u m,  s o b r e  a 

a t i v i d a d e  da s u c c i n a t o  d e s i d r o g e n a s e  no 

f í g a d o

Ass i m como em c é r e b r o  de r a t o s ,  MMA, a d m i n i s t r a d o  

s u b c u t a ne a me n t e  aos a n i m a i s ,  também p r o d u z i u  um e f e i t o  

i n i b i t ó r i o  s i g n i f i c a t i v o  <t = 2 , 2 9 3 ; p<0,05 ) sobr e  a a t i v i d a d e  

da s u c c i n a t o  d e s i d r o g e n a s e  h e p á t i c a  ( t a b e l a  I I I . 12)  de r a t o s  

com 15 d i a s  de v i d a ,  em j e j u m.

TABELA I I I . 12

ATI VI DADE DA SUCCINATO DES IDROGENASE DE FÍGADO DE

RATOS COM 15 DI AS  DE V I DA,  EM J E J U M ,  TRATADOS COM 

METILMALONATO (MMA) OU COM SOLUÇÃO SAL I NA

C o n t r o l e s MMA

*
15,50 ± 3 , 00 12,56 ± 0 , 33

Cada r e s u l t a d o  r e p r e s e n t a  a médi a  de 7 e x p e r i m e n t o s
-1

i n d e p e n d e n t e s  e e s t ã o  e x p r e s s o s  em nmol . mi n  .mg de 
-1

p r o t e í n a  ± d e s v i o  p a d r ã o .  C o n d i ç õ e s  e x p e r i m e n t a i s  con f o r me

d e s c r i t o  em M a t e r i a l  e Métodos  I t em l l . 2 . 6 . 5 . 2 .  pg 53.  A

d i f e r e n ç a  e n t r e  as méd i a s  do grupo c o n t r o l e  e do grupo 

t r a t a d o  com MMA ( *  p<0 , 05 )  f o i  a n a l i s a d a  pe l o  t e s t e  " t "  de

S t u d e n t  pa r a  a m o s t r a s  i n d e p e n d e n t e s .
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I I I . ^ . 5 .  D e t e r m i n a ç ã o  do Km pa r a  s u c c i n a t o  d e s i d r o g e n a s e  

de r a t o s  de 15 d i a s  de v i d a

i l l .  *1 .5 .1 . D e t e r m i n a ç ã o  do Km pa r a  a s u c c i n a t o

d e s i d r o g e n a s e  em c é r e b r o  de r a t o s  

Desde que a i n i b i ç ã o  c a u s a d a  pe l o  MMA s obr e  a s u c c i n a t o  

d e s i d r o g e n a s e  de c é r e b r o  de r a t o s  de 15 d i a s  de v i d a  em 

j e j um f o i  s i g n i f i c a t i v a ,  s e g u i u - s e  a i n v e s t i g a ç ã o  no s e n t i d o  

de d e t e r m i n a r - s e  o t i p o  de i n i b i ç ã o  causada  por  e s t e  

metaból  i to .

0 p r i m e i r o  pass o  pa r a  i s t o  f o i  a d e t e r m i n a ç ã o  do Km 

para  a s u c c i n a t o  d e s i d r o g e n a s e  em c é r e b r o  de r a t o s  de 15 

d i a s  de v i d a .

P a r a  d e t e r m i n a ç ã o  do Km u t i l i z a r a m - s e  c o n c e n t r a ç õ e s  de 

s u c c i n a t o  que v a r i a r a m  de 0,1 a lOmM ( f i g u r a  I I I . 1 . a ) .  Todos  

os e x p e r i m e n t o s  f o r a m f e i t o s  em t r i p l i c a t a s .

Uma vez d e t e r m i n a d a  a c u r v a  de s u b s t r a t o  ( f i g u r a

1 1 1 . 1 . a )  f o r a m e s c o l h i d a s  as s e g u i n t e s  c o n c e n t r a ç õ e s  pa ra  

d e t e r m i n a ç ã o  do Km: 0,25mM - O^mM - 0,5mM - 0,75mM e l , ümM.

Um e x p e r i m e n t o  t í p i c o  pa r a  a d e t e r m i n a ç ã o  do Km e s t á  

r e p r e s e n t a d o  de a c o r d o  com L i n e w e a v e r  e Burk  na f i g u r a

111 . 1 . b  , sendo que o Km pa r a  e s t a  enzima em c é r e b r o  de

r a t o s  de 15 d i a s  de v i d a  f o i  d e t e r m i n a d a  como sendo 0,^5mM e
- 1  - 1

a v e l o c i d a d e  máxima c a l c u l a d a  em 18,20 nmol . mi n  .g .

83



FIGURA I I 1.1 - DETERMINAÇÃO DO Km PARA A SUCCINATO

DES I DROGENASE  DE CÉREBRO DE RATOS COM 15 

DI AS  DE V I DA,  EM J E J U M .  ( A )  REPRESENTAÇÃO 

GRÁFI CA DE M I CHAE L I S -ME NTE N. <B)

REPRESENTAÇÃO GRÁFI CA DE L I NEWEAVER E B U R K . 

CONDIÇÕES E X P E R I ME N T A I S  CONFORME DESCRI TO EM 

MATERI AL  E MÉTODOS ITEM I I . 2 . 6 . 5 . 2 .  PG 53
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d e s i d r o g e n a s e  em f í g a d o  de r a t o s

0 me t I i ma  I o n a t o  mo s t r o u - s e  também um i m p o r t a n t e

i n i b i d o r  pa r a  a s u c c i n a t o  d e s i d r o g e n a s e  de f í g a d o  de r a t o s  

de 15 d i a s  de v i d a  em j e j u m .  Como pa r a  a s u c c i n a t o

d e s i d r o g e n a s e  de c é r e b r o  de r a t o s ,  s e g u i u - s e  a i n v e s t i g a ç ã o  

no s e n t i d o  de d e t e r m i n a r - s e  o t i p o  de i n i b i ç ã o  c a us a da  por  

e s t e  m e t a b ó l i t o .

A d e t e r m i n a ç ã o  do Km pa r a  s u c c i n a t o  d e s i d r o g e n a s e

h e p á t i c a  f o i  f e i t a  u t i l i z a n d o - s e  c o n c e n t r a ç õ e s  de s u c c i n a t o  

de 0,1 a 10mM ( f i g u r a  I I I . E . a )  e t o d o s  os e x p e r i m e n t o s  f o r am 

r e a l i z a d o s  em t r i p l i c a t a ,  sem a a d i ç ã o  de MMA ao meio de 

i ncubação .

Uma vez d e t e r m i n a d a  a f a i x a  de l i n e a r i d a d e  na c u r v a  de 

s u b s t r a t o  ( f i g u r a  I I I . 5 . a )  f o r a m e s c o l h i d a s  as s e g u i n t e s  

c o n c e n t r a ç õ e s  de s u c c i n a t o  pa r a  d e t e r m i n a ç ã o  do Km: 0 , EmM - 

0,3mM - 0,«mM - 0,5mM e 0,75mM.

Um e x p e r i m e n t o  t í p i c o  pa r a  d e t e r m i n a ç ã o  do Km e s t á

r e p r e s e n t a d o ,  de a c o r d o  com L i n e w e a v e r  e B u r k ,  na f i g u r a

I I I . E . b ,  sendo que o Km pa r a  e s t a  enz i ma  em f í g a d o  de r a t o s

de 15 d i a s  de v i d a  f o i  de 0,3*lmM e a v e l o c i d a d e  máxima
-1 -1 

c a l c u l a d a  em 1 8 , EG nmo l . mi n  .mg de p r o t e í n a  .

I I I .  *1. 5. E .  D e t e r m i n a ç ã o  do Km p a r a  a s u c c i n a t o
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FIGURA I I I .5 - DETERMINAÇÃO DO Km PARA A SUCCINATO

DES IDROGENASE DE FÍGADO DE RATOS COM 15 DIAS 

DE V I DA,  EM J E J U M .  ( A )  REPRESENTAÇÃO GRÁFICA 

DE MI CHAEL I S-MENTEN.  <B) REPRESENTAÇÃO 

GRÁFICA DE L I NEWEAVER E BURK . CONDIÇÕES 

EX P E R I ME N T A I S  CONFORME DESCRI TO EM MATERIAL 

E MÉTODOS ITEM I I . E . 6 . 5 . 2 .  PG 53
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I I I . ^ . 6 .  D e t e r m i n a ç ã o  do t i p o  de i n i b i ç ã o  c a u s a d a  p e l o  

m e t I I  ma I o n a t o  s obr e  a s u c c l n a t o  d e s i d r o g e n a s e

I I I . 4 . 6 . 1 .  D e t e r m i n a ç ã o  do t i p o  de i n i b i ç ã o  da s u c c i n a t o  

d e s i d r o g e n a s e  em c é r e b r o  de r a t o s

Uma vez d e t e r m i n a d o  o Km pa r a  a s u c c i n a t o  d e s i d r o g e n a s e  

de c é r e b r o  de r a t o s  de 15 d i a s  de v i d a ,  p a r t i u - s e  pa r a  a 

i d e n t i f i c a ç ã o  do t i p o  de i n i b i ç ã o  c a u s a d a  p e l o  MMA s o b r e  

e s t a  enz i ma .

Foram u t i l i z a d a s  t r ê s  c o n c e n t r a ç õ e s  de MMA: 1mM - 5mM e 

7,5mM e c i n c o  c o n c e n t r a ç õ e s  de s u c c i n a t o :  0,25mM - O^mM - 

0,5mM - 0 , 75mM e ImM. Foi  r e a l i z a d a  uma c u r v a  pa r a  cada

c o n c e n t r a ç ã o  de MMA e uma c u r v a  c o n t r o l e  ( sem MMA) com t o d a s  

as c o n c e n t r a ç õ e s  de s u c c i n a t o  c i t a d a s  a n t e r i o r m e n t e .  Todos  

os e x p e r i me n t o s  f o r am f e i t o s  em t r i p l i c a t a .

MMA mo s t r o u - s e  um i n i b i d o r  c o m p e t i t i v o  pa r a  a s u c c i n a t o  

d e s i d r o g e n a s e  de c é r e b r o  de r a t o s  como pode s e r  v i s t o  p e l a  

c u r v a  de L i n e w e a v e r  e Bur k  na f i g u r a  I l l .3 que r e p r e s e n t a  um 

e xp e r i me n t o  t í p i c o  r e a l i z a d o  l e v a n d o  em c o n s i d e r a ç ã o  cada 

c u r v a  de MMA e a c u r v a  c o n t r o l e .
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F I GURA I I I . 3 - REPRESENTAÇÃO GRÁFI CA DE L I NEWEAVER E BURK

PARA DETERMINAÇÃO DO T I PO DE I N I B I Ç Ã O  

CAUSADA PELO MMA SOBRE A SUCCINATO 

DES IDROGENASE DE CÉREBRO DE RATOS COM 15 

DI AS  DE VI DA,  EM J E J U M .  CONDIÇÕES 

EX P E R I ME NTA I S  CONFORME DESCRI TO EM MATER I AL  

E MÉTODOS ITEM I I . E . 6 . 5 . 2 .  PG 53

8 8



I I I . <1.6.2.  D e t e r m i n a ç ã o  do t i p o  de i n i b i ç ã o  da s u c c i n a t o  

d e s i d r o g e n a s e  em f í g a d o  de r a t o s  

As s i m como pa r a  o c é r e b r o ,  após t e r  s i d o  d e t e r m i n a d o  o 

Km pa r a  a s u c c i n a t o  d e s i d r o g e n a s e  de f í g a d o  de r a t o s  de 15 

d i a s  de v i d a ,  p a r t i u - s e  pa r a  a d e t e r m i n a ç ã o  do t i p o  de

i n i b i ç ã o  c a u s a d a  p e l o  MMA s obr e  e s t a  enz i ma .

Foram u t i l i z a d a s  t r ê s  c o n c e n t r a ç õ e s  de MMA: 2 , 5mM - 5mM 

e 7,5mM e c i n c o  c o n c e n t r a ç õ e s  de s u c c i n a t o :  0,2mM - 0,3mM -

0, <imM - 0,5mM e 0,75mM.

P a r a  cada c o n c e n t r a ç ã o  de MMA f o i  f e i t a  uma c u r v a  

u t i l i z a n d o - s e  as c o n c e n t r a ç õ e s  de s u b s t r a t o  c i t a d a s  a c i ma .  O 

mesmo o c o r r e u  com a c u r v a  c o n t r o l e ,  onde MMA não f o i

a d i c i o n a d o  ao meio de i n c u b a ç ã o .  Todos os e x p e r i m e n t o s  f o r a m 

f e i t o s  em t r  i pI i c a t a  .

Um e x p e r i m e n t o  t í p i c o  e s t á  demons t r ado  na f i g u r a  I I  I .<1 

onde pode-se  o b s e r v a r ,  de a c o r do  com a r e p r e s e n t a ç ã o  g r á f i c a  

de L i n e w e a v e r  e B u r k ,  que a i n i b i ç ã o  p r o v o c a d a  p e l o  MMA 

sobr e  a s u c c i n a t o  d e s i d r o g e n a s e  de f í g a d o  de r a t o s  de 15 

d i a s  de v i d a  é do t i p o  c o m p e t i t i v a .
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F I GURA 111. «  ~ REPRESENTAÇÃO GRÁFICA DE L I NEWEAVER E BURK

PARA DETERMINAÇÃO DO T I PO DE I N I B I Ç Ã O  

CAUSADA PELO MMA SOBRE A SUCCINATO 

DES I DROGENASE  DE FÍGADO DE RATOS COM 15 

D I AS  DE VI DA,  EM J E J U M .  CONDIÇÕES 

E X P E R I ME N T A I S  CONFORME DESCRI TO EM MATERI AL  

E MÉTODOS ITEM I I . S . 6 . 5 . S .  PG 53
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I I I . *1.7.1.  D e t e r m i n a ç ã o  do Ki  pa r a  a s u c c i n a t o

d e s i d r o g e n a s e  em c é r e b r o  de r a t o s  

A c o n s t a n t e  de i n i b i ç ã o  ( K i )  pa r a  o MMA em r e l a ç ã o  à 

s u c c i n a t o  d e s i d r o g e n a s e  de c é r e b r o  de r a t o s  de 15 d i a s  de 

v i d a  f o i  d e t e r m i n a d a  u t i l i z a n d o - s e  os mesmos dados 

empregados  pa r a  a d e t e r m i n a ç ã o  do t i p o  de i n i b i ç ã o  c a u s a d a  

pe l o  MMA s o b r e  e s t a  enz i ma .

0 K i ,  de a c o r d o  com a r e p r e s e n t a ç ã o  g r á f i c a  de D i x o n ,  

f o i  c a l c u l a d o  como sendo *í,5mM e a f i g u r a  l l l .5 r e p r e s e n t a  

um e x p e r i me n t o  t í p i c o  r e a l i z a d o  em t r i p l i c a t a .

I I I . *1.7. S .  D e t e r m i n a ç ã o  do Ki  pa r a  a s u c c i n a t o

d e s i d r o g e n a s e  em f í g a d o  de r a t o s  

No f í g a d o  a c o n s t a n t e  de i n i b i ç ã o  ( K l )  p a r a  o MMA em 

r e l a ç ã o  à s u c c i n a t o  des I  d r o g e n a s e  de r a t o s  de 15 d i a s  de 

v i d a  f o i  c a l c u l a d a  como sendo 5,3mM.

Os dados pa r a  a r e p r e s e n t a ç ã o  g r á f i c a  de Di xon 

r e p r e s e n t a d o s  na f i g u r a  I I I  .6 f o r a m os mesmos u t i l i z a d o s  

para  os e x p e r i m e n t o s  onde f o i  d e t e r m i n a d o  o t i p o  de i n i b i ç ã o  

c ausada  pe l o  MMA s o b r e  a s u c c i n a t o  d e s i d r o g e n a s e  h e p á t i c a .  

Todos os e x p e r i m e n t o s  f o r a m f e i t o s  em t r i p l i c a t a  e a f i g u r a  

l I I .6 r e p r e s e n t a  um e x p e r i m e n t o  t í p i c o .

I I I .  *1.7.  D e t e r m i n a ç ã o  do Ki  do m e t i I  ma I o n a t o  p a r a  a

s u c c i n a t o  d e s i d r o g e n a s e
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FIGURA I I I .5 - REPRESENTAÇÃO GRÁFI CA DE DIXON PARA

DETERMINAÇÃO DO Ki  PARA 0 MMA SOBRE A 

AT I V I DADE  DA SUCCINATO DES IDROGENASE DE 

CÉREBRO DE RATOS COM 15 DI AS  DE V I DA,  

EM J E J U M .  SUC = SUCCINATO.  CONDIÇÕES 

E X P E R I ME N T A I S  CONFORME DESCRI TO EM MATERI AL 

E MÉTODOS ITEM I I . 2 . 6 . 5 . 2 .  PG 53
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FIGURA I I 1.6 - REPRESENTAÇÃO GRÁFI CA DE DIXON PARA

DETERMINAÇÃO DO Ki  PARA O MMA SOBRE A 

AT I V I DADE  DA SUCCINATO DES IDROGENASE DE 

FÍGADO DE RATOS COM 15 DI AS DE V I DA,  

EM J E J U M .  SUC = SUCCI NATO.  CONDIÇÕES 

E X P E R I M E N T A I S  CONFORME DESCRI TO EM MATERI AL 

E MÉTODOS ITEM I I . S . 6 . 5 . 2 .  PG 53
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I I  1.5.  E F E I TO  DO METILMALONATO E PROPIONATO SOBRE A

PRODUÇÃO DE CO A PART I R  DE SUBSTRATOS RADIOATI VOS 
2

POR CÉREBRO DE RATOS COM 15 DI AS  DE V I DA,  EM J E J U M

I I I . 5 . 1 .  P r od u ç ã o  de CO a p a r t i r  de g l i c o s e
2

P r i s m a s  de c é r e b r o  de r a t o s  de 15 d i a s  de v i d a
14

I ncubados  na p r e s e n ç a  de C2- C J g l i c o s e  e MMA 5mM,

p r o d u z i r a m s i g n i f i c a t i v a m e n t e  menos CO que p r i s ma s  de
2

c é r e b r o  de r a t o s  i n c ub a do s  sem a p r e s e n ç a  do m e t a b ó l i t o

( c o n t r o l e )  - t a b e l a  111. 13.  E s t e  e f e i t o  f o i  o b s e r v a d o  em

c é r e b r o  de r a t o s  em j e j u m ( t = 2 , 7 2 9 ;  p <0 , 0 5 ) .

Na mesma t a b e l a  pode s e r  o b s e r v a d o  que quando ,PA é
14

a d i c i o n a d o  ao meio de i n c u b a ç ã o  c o n t e ndo  C2- C l g l i c o s e  não

houve d i f e r e n ç a  na p r odução  de CO p e l o s  p r i s ma s  de c é r e b r o
2

de r a t o s  em j e j u m <t=0, 276;  p<0,80> quando compar ados  com o 

grupo c o n t r o l e  ( sem a d i ç ã o  de m e t a b ó l i t o  ao meio de 

i n c u b a ç ã o ) .

I I I . 5 . 2 .  P r od uç ã o  de CO a p a r t i r  de a c e t a t o
2

M e t i I  m a l o n a t o , quando a d i c i o n a d o  ao meio de i n c u b a ç ã o  
14

cont endo  CU- O a c e t a t o  ( t a b e l a  1 1 1 . 1 4 ) ,  d i m i n u i u

s i g n i f i c a t i v a m e n t e  a p r oduçã o  de CO a p a r t i r  d e s t e  composto
2

por p r i s ma s  de c é r e b r o  de r a t o s  em j e j u m ( t = 1 2 , 8 7 ;  p <0 , 0 1 ) .

Na t a b e l a  I I I . 14 também pode-se  o b s e r v a r  que,  quando PA

f o i  a d i c i o n a d o  ao me i o ,  o c o r r e u  uma d i m i n u i ç ã o
14

s i g n i f i c a n t e  da p r odução  de CO a p a r t i r  de a c e t a t o
2

marcado por  p r i s ma s  de c é r e b r o  de r a t o s  em j e j u m ( t = 1 4 , 8 5 ;  

P<0,005 ) .
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EF E I TO 00 METILMALONATO ( MMA) E PROPIONATO ( P A )  SOBRE A
1«

PRODUÇÃO DE CO A PART I R  DE Í E ~  C J GL I COS E  POR CÉREBRO DE 
E

RATOS COM 15 DI AS  DE V I DA,  EM J E J U M

TA B E L A 1 1 1 . 1 3

C o n t r o l e s  MMA 5mM PA 5mM

*
381 ± 73,-1 305 ± 33 , 9  39*» ± 89 , 7

Cada r e s u l t a d o  r e p r e s e n t a  a médi a  de 7 e x p e r i m e n t o s

i n d e p e n d e n t e s  e e s t ã o  e x p r e s s o s  em nmoI de CO p r o d u z i d o s . h
E

1 -1
.g ± d e s v i o  p a d r ã o .  C o n d i ç õ e s  e x p e r i m e n t a i s  con f o rme  

d e s c r i t o  em M a t e r i a l  e Métodos  i t em I I . S . 8 . 1 .  pg 61.  As 

d i f e r e n ç a s  e n t r e  as mé d i a s  do grupo c o n t r o l e  e dos gr upos  

e x p e r i m e n t a i s  ( *  p<0,05> f o r a m a n a l i s a d a s  pe l o  t e s t e  " t "  de 

s t u d e n t  pa r a  a m o s t r a s  d e p e n d e n t e s .
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EF E I TO DO METI LMA LONATO (MMA)  E PROPIONATO ( P A )  SOBRE A
14

PRODUÇÃO DE CO A PART I R  DE CU- C ] ACETATO POR CÉREBRO DE 
2

RATOS COM 15 DI AS  DE V I DA,  EM J E J U M

TABELA 1 1 1 . 1 4

C o n t r o l e s  MMA 5mM PA 5mM

* *  * *  
110 ± 17 , 4  73 ± 13,6 62 ± 13 , 2

Cada r e s u l t a d o  r e p r e s e n t a  a médi a  de 4 e x p e r i m e n t o s

i n d e p e n d e n t e s  e e s t ã o  e x p r e s s o s  em nmol de CO p r o d u z i d o s .
2

-1  -1
h .g ± d e s v i o  p a d r ã o .  C o n d i ç õ e s  e x p e r i m e n t a i s  conforme  

d e s c r i t o  em M a t e r i a l  e Mé t odos  i t em I I . 2 . 8 . 2 .  pg 62.  As 

d i f e r e n ç a s  e n t r e  as méd i a s  do grupo c o n t r o l e  e dos grupos  

e x p e r i m e n t a i s  ( * *  p<0 , 01 )  f o r a m a n a l i s a d a s  pe l o  t e s t e  ” t "  de 

S t u d e n t  pa r a  a m o s t r a s  d e p e n d e n t e s .
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111.6.  E F E I TO  DO METILMALONATO E PROPIONATO SOBRE A

B I O S S Í N T E S E  DE L I P Í D I O S  A PART I R  DE SUBSTRATOS

RADIOATI VOS POR CÉREBRO DE RATOS COM 15 DI AS  DE

VI DA,  EM J E J U M

I I I . 6 . 1 .  B i o s s í n t e s e  de l i p í d i o s  a p a r t i r  de g l i c o s e

A b i o s s í n t e s e  de l i p í d i o s  por  p r i s ma s  de c é r e b r o  de

r a t o s  em j e j u m a p a r t i r  de g l i c o s e  marcada  não s o f r e u

I n f l u ê n c i a  s i g n i f i c a t i v a  ( t a b e l a  I I I . 15)  da p r e s e n ç a  de 5mM 

de MMA no meio de i n c u b a ç ã o  ( t = 0 , 1 9 6 ;  p <0 , 9 0 ) .

O p r o p i o n a t o  não t e v e  e f e i t o  s i g n i f l c a n t e  s o b r e  a

b i o s s í n t e s e  de l i p í d i o s  a p a r t i r  de g l i c o s e  ma r ca da ,  quando 

f o i  a d i c i o n a d o  ao meio de i n c u b a ç ã o  c on t e ndo  p r i s ma s  de

c é r e b r o  de r a t o s  em j e j u m ( t  = 1 , 576 ;  p<0,£?0)  o que pode s e r  

obs e r va do  na t a b e l a  111. 15.

111.6 . E .  B i o s s í n t e s e  de l i p í d i o s  a p a r t i r  de a c e t a t o

A i n c o r p o r a ç ã o  de CU- C l a c e t a t o  em l i p í d i o s  por

pr i s mas  de c é r e b r o  de r a t o s  em j e j u m  f o i  s i g n i f i c a t i v a m e n t e

i n i b i d a  por MMA ( t a b e l a  111 . 16 )  - t =5 , 8 7 2 ;  p<0,01.

Na t a b e l a  111.16 também pode s e r  o b s e r v a d o  que p r i s ma s  

de c é r e b r o  de r a t o s  em j e j u m ,  na p r e s e n ç a  de PA,  t i v e r a m  a 

sua b i o s s í n t e s e  de l i p í d i o s  a p a r t i r  de a c e t a t o  mar cado  

d i m i n u í d a  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  ( t = 9 , 0 1 0 ;  p <0 , 005 ) .
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EFE I TO DO METILMALONATO ( MMA) E PROPIONATO ( P A )  SOBRE A 

B I OSS í NTESE DE L I P Í D I O S  A PART I R  DE I E ~  C3GL I COSE POR 

CÉREBRO DE RATOS COM 15 DI AS  DE V I DA,  EM J E J U M

T A B E L A  1 1 1 . 1 5

C o n t r o l e s  MMA 5mM PA 5mM

134 ± 22 , 0  131 ± 2 5 , 3  145 ± 34 , 5

Cada r e s u l t a d o  r e p r e s e n t a  a méd i a  de 7 e x p e r i m e n t o s

i nde p e n de n t e s  e e s t ã o  e x p r e s s o s  em nmol de l i p í d i o s  
- 1  - 1

s i n t e t i z a d o s . h  .g ± d e s v i o  p a d r ã o .  Co n d i ç õ e s

e x p e r i m e n t a i s  c on f o r me  d e s c r i t o  em M a t e r i a l  e Métodos  I t em

l l . 2 . 9 .  pg 64.

9 8



EF E I TO DO METILMALONATO (MMA) E PROPIONATO ( P A )

SOBRE A B I O S S Í N T E S E  DE L I P Í D I O S  A PART I R  DE
1«

CU- C3 ACETATO POR CÉREBRO DE RATOS COM 15 DI AS  DE V I DA,  EM 

J E J UM

T A B E L A  1 1 1 . 1 6

C o n t r o l e s  MMA 5mM PA 5mM

* *  * *  
185 ± 35 , 5  129 ± 20 , 9  23 ± ^ , 1 7

Cada r e s u l t a d o  r e p r e s e n t a  a méd i a  de 4 e x p e r i m e n t o s

i n d e p e n d e n t e s  e e s t ã o  e x p r e s s o s  em nmoI de l i p í d i o s
- 1  - 1

s i n t e t i z a d o s . h .g ± d e s v i o  p a d r ã o .  C o n d i ç õ e s

e x p e r i m e n t a i s  con f o r me  d e s c r i t o  em M a t e r i a l  e Mé t odos  i t em

I I . 2 . 9 .  pg 6^.  As d i f e r e n ç a s  e n t r e  as mé d i a s  do grupo

c o n t r o l e  e dos g r upos  e x p e r i m e n t a i s  ( * *  p<0, 01 )  f o r a m

a n a l i s a d a s  pe l o  t e s t e  " t "  de s t u d e n t  pa r a  a mo s t r a s

d e p e n d e n t e s .
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l i  1 . 7 .  E F E I T O  DO METILMALONATO E PROPIONATO SOBRE A

CAPTAÇ2ÍO IN VI TRO DE CORPOS CETÔNICOS POR CÉREBRO 

DE RATOS COM 15 DI AS  DE V I DA,  EM J E J U M

111.7 . 1 .  E f e i t o  do m e t l I m a l o n a t o  e p r o p i o n a t o  a d i c i o n a d o s

ao mel o de I n c u b a ç ã o  s obr e  a c a p t a ç ã o  de

a c e t o a c e t a t o

A a d m i n i s t r a ç ã o  de MMA ao meio de i n c u b a ç ã o  não

p r o d u z i u  e f e i t o  s i g n i f i c a t i v o  s o b r e  a c a p t a ç ã o  de 

a c e t o a c e t a t o  por  p r i s ma s  de c é r e b r o  de a n i m a i s  em j e j u m 

( F< 3 , 2*1) =0 , 06*1 ; p <0 , 9 8 )  como pode s e r  o b s e r v a d o  na t a b e l a

111.17.

Quando PA f o i  a d i c i o n a d o  ao meio de i n c u b a ç ã o  c o n t e ndo  

a c e t o a c e t a t o ,  f o i  v e r i f i c a d a  uma i n i b i ç ã o  s i g n i f i c a t i v a  da 

c a p t a ç ã o  d e s t e  co r po  c e t ô n i c o  ( t a b e l a  I I I . 17)  por  p r i s m a s  de 

c é r e b r o  de r a t o s  em j e j u m ( F ( 3 , 1 2 ) = 9 , 9 Q 8 ;  p < 0 , 0 0 l ) .

111. 7 . 2 .  E f e i t o  do m e t i I  ma I o n a t o  e p r o p i o n a t o  a d i c i o n a d o s

ao mei o de i n c u b a ç ã o  s o b r e  a c a p t a ç ã o  de b e t a -  

h i d r o x i b u t i r a t o

Na t a b e l a  l i l . 1 8  pode s e r  o bs e r v a d o  que MMA, quando 

a d i c i o n a d o  ao mei o de i n c u b a ç ã o ,  i n i b i u  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  a 

c a p t a ç ã o  de b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  por  p r i s ma s  de c é r e b r o  de 

r a t o s  em j e j u m  ( F ( 3  ,28 )=*l ,565;  p <0 , 0 1 ) .  0 mesmo o c o r r e u  com 

o PA que i n i b i u  a c a p t a ç ã o  de b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  por

c é r e b r o  de r a t o s  em j e j u m ( F (  3 , 2*1) =7,527;  p < 0 , 0 0 l ) .
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EF E I TO  DO METILMALONATO ( MMA) E PROPIONATO ( P A )  SOBRE A 

CAPTAÇÃO IN VI TRO DE ACETOACETATO POR CÉREBRO DE RATOS COM 

15 DI AS DE V I DA,  EM J E J U M

T A B E L A  1 1 1 . 1 7

C o n t r o l e s

MMA

1 mM 2,5mM 5mM

3, 08  ± 0 , 56 3 , 0 8  ± 0 , 44 3 , 10  ± 0 , 34 3 , 18  ± 0 , 24

( 7 ) ( 7 ) ( 7 ) ( 7 )

PA

C o n t r o l e s 2mM 5mM 1 OmM

* * * * * *
2 , 34  ± 0 , 12 1, 93 ± 0 , 1 2 1,76 ± 0 , 22 1 ,69 ± 0 , 25

( 4 ) ( 4 ) (4 > ( 4 )

Cada r e s u l t a d o  r e p r e s e n t a  a médi a  + d e s v i o  padrão  e e s t á
- 1  -1

e x p r e s s o  em umol de a c e t o a c e t a t o  c a p t a d o . h .g . Números 

e n t r e  p a r ê n t e s e s  r e p r e s e n t a m  o número de r a t o s .  C o n d i ç õ e s  

e x p e r i m e n t a i s  c on f o r me  d e s c r i t o  em M a t e r i a l  e Métodos  i t em

1 1 . 2 . 4 . 1 .  pg 36.  As d i f e r e n ç a s  e n t r e  as méd i a s  dos v á r i o s  

grupos  f o r am a n a l i s a d a s  por  ANOVA s e g u i d a  pe l o  t e s t e  de 

Duncan quando o F f o i  s i g n i f i c a n t e . .  D i f e r e n ç a s  

s i g n i f i c a n t e s  quando compar adas  com o grupo c o n t r o l e :  * *

P < 0 , 0 1  .
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EF E I TO DO MET ILMALONATO ( MMA) E PROPIONATO ( P A )  SOBRE A

CAPTAÇÃO IN VITRO DE B E T A - H I DROXI BUT I RATO POR CÉREBRO DE 

RATOS COM 15 DI AS  DE V I DA,  EM J E J U M

T A B E L A 1 1 1 . 1 8

MMA

C o n t r o l e s ImM 2,5mM 5mM

2, 62  ± 0 , 22 2 , 50  ± 0 , 3 2
*

2 , 28  ± 0 , 22
* *

2 , 20  ± 0 , 20

( 8 ) ( 8 ) ( 8 ) ( 8 )

PA

C o n t r o l e s 2mM 5mM 10mM

2, 50 ± 0 , « 6
* *

1 , 92  ± 0 , 38
* *

1 , B-T ± 0 ,28
* *

1,66 ± 0 , 3 «

( 7 ) ( 7 ) ( 7 ) ( 7 )

Cada r e s u l t a d o  r e p r e s e n t a  a médi a  ± d e s v i o  padr ão  e e s t á
-1  -1

e xp r e s s o  em umoI de b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  c a p t a d o . h  .g . 

Números e n t r e  p a r ê n t e s e s  r e p r e s e n t a m  o número de r a t o s .  

Co n d i ç õ e s  e x p e r i m e n t a i s  c on f o r me  d e s c r i t o  em M a t e r i a l  e 

Métodos  i t em l l . 2 . « . 2 . 1 .  pg 37.  As d i f e r e n ç a s  e n t r e  as 

médi as  dos v á r i o s  g r upos  f o r a m a n a l i s a d a s  por  ANOVA s e g u i d a  

pe l o  t e s t e  de Duncan quando o F f o i  s i g n i f i c a n t e . D i f e r e n ç a s  

s i g n i f i c a n t e s  quando compar adas  com o grupo c o n t r o l e :  *

P < 0 , 05;  * *  p<0 ,01 .
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111.7 . 3 .  E f e i t o  da a d m i n i s t r a ç ã o  de met i  I ma I o n a t o  a 

r a t o s  com 15 d i a s  de v i d a ,  em j e j u m,  s ob r e  

a c a p t a ç ã o  de b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o

Como o MMA, a d i c i o n a d o  ao meio de i n c u b a ç ã o ,  d i m i n u i u  

s i g n i f i c a t i v a m e n t e  a c a p t a ç ã o  de b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  por 

P r i smas de c é r e b r o  de r a t o s  em j e j u m ,  r e s o l v e u - s e  i n j e t a r  um 

grupo de r a t o s  em j e j u m  com s o l u ç ã o  de MMA tamponado de modo 

a o b s e r v a r - s e  o e f e i t o  d e s t e  á c i d o ,  quando a d m i n i s t r a d o  ao 

r a t o ,  sobr e  a c a p t a ç ã o  In v l t r o  de b e t a - h I  d r o x l b u t i r a t o ,

MMA a d m i n i s t r a d o  s u b c u t a n e a m e n t e  não t e v e  nenhum e f e i t o  

sobr e  a c a p t a ç ã o  de b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  por  c é r e b r o  de 

r a t o s  de 15 d i a s  de v i d a  em j e j u m  ( t =0 , 138u  p<0, 80)  como

pode s e r  o bs e r v a d o  na t a b e l a  111. 19.

111.7 . 4 .  E f e i t o  da a d m i n i s t r a ç ã o  de m e t i I  ma I o n a t o

a r a t o s  com 15 d i a s  de v i d a ,  em j e j u m,

sobr e  os n í v e i s  s a n g u í n e o s  de b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o

Do mesmo grupo de r a t o s  em j e j u m ,  i n j e t a d o

subc u t a ne a me nt e  com MMA, c u j o  c é r e b r o  f o i  r e t i r a d o  e 

u t i l i z a d o  para  c a p t a ç ã o  de b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o , c o l h e u - s e  o 

sangue para  dosagem de b e t a - h i d r o x i b u t I  r a t o .

Como pode s e r  v i s t o  na t a b e l a  1 1 1 . 2 0 . ,  os a n i m a i s  

t r a t a d o s  com MMA a p r e s e n t a r a m  um n í v e l  s i g n i f i c a t i v a m e n t e

menor de b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  no sangue  <t=3,765;  p<0,01>

quando comparados  com os a n i m a i s  c o n t r o l e s .
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CAPTAÇÃO IN VITRO DE BETA~HI DROX I BUT I RATO POR CÉREBRO DE 

RATOS COM 15 DI AS  DE V I DA,  EM J E J U M ,  TRATADOS COM 

METILMALONATO ( MMA) OU SOLUÇÃO SAL I NA

T A B E L A  1 1 1 . 1 9

C o n t r o l e s ( s a l i  n a ) MMA

2, «1  ±

• 
i

1 
O 

1 
CO

1 
o 2 , « «  ± 0 , « 9

Cada r e s u l t a d o  r e p r e s e n t a  a médi a  de 8 e x p e r i m e n t o s

I nde p e nd e n t e s  e e s t ã o  e x p r e s s o s  em umol de b e t a ­
-1 -1

h l d r o x i b u t I  r a t o  c a p t a d o . h  .g ± d e s v i o  p a d r ã o .  C o n d i ç õ e s  

e x p e r i m e n t a i s  conf o rme  d e s c r i t o  em M a t e r i a l  e Métodos  i t em

I l , 2 . « . 2 . 2 .  pg 38.
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TABELA I I I .20 

N Í V E I S  SANGUÍNEOS DE BETA“ H I DROX I BUT I  RATO EM 

RATOS COM 15 DI AS  DE V I DA,  EM J E J U M ,  TRATADOS COM 

METILMALONATO <MMA) OU COM SOLUÇÃO SAL I NA

C o n t r o l e s  ( s a l i n a ) MMA

* *
0 , 119  ± 0,0-12 0 , 06 7  ± 0 , 029

( 6 ) ( 7 )

Cada r e s u l t a d o  r e p r e s e n t a  a médi a  ± d e s v i o  padr ão  e e s t á
-1

e x p r e s s o  em umol .ml  . Números e n t r e  p a r ê n t e s e s  r e p r e s e n t a m  

o número de r a t o s .  C o n d i ç õ e s  e x p e r i m e n t a i s  con f o r me  d e s c r i t o  

em M a t e r i a l  e Métodos  i t em I I . 2 . •R.2 . 1 .  pg 37.  A d i f e r e n ç a  

e n t r e  o grupo c o n t r o l e  e o grupo t r a t a d o  com MMA <** p<0 , 01 )  

f o i  c a l c u l a d a  p e l o  t e s t e  " t "  de S t u d e n t  pa r a  a mo s t r a s  

i n d e p e n d e n t e s .
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I l  1 .8.  E F E I TO  DO MET I LMALONATO E PROPIONATO SOBRE A 

ATI V I DADE  DA BETA~HI DROXI  BUT IRATO DES IDROGENASE

111 . 8 . 1 .  E f e i t o  do me t i l ma  I o n a t o  e p r o p i o n a t o  s o b r e  a 

a t i v i d a d e  da b e t a - h I d r o x i b u t  I r a t o  d e s i d r o g e n a s e  de 

c é r e b r o  de r a t o s

Tendo em v i s t a  que o MMA i n i b i u  a u t i l i z a ç ã o  de b e t a -  

h I d r o x I  b u t l r a t o  por  c é r e b r o  de r a t o s ,  mas não t e v e  e f e i t o  

s o b r e  a u t i l i z a ç ã o  de a c e t o a c e t a t o , d e c i d i u - s e  I n v e s t i g a r  

o e f e i t o  do MMA e PA s o b r e  a a t i v i d a d e  da b é t a ­

il i d rox i but  i r a t o  d e s i d r o g e n a s e  .

A a t i v i d a d e  da b e t a - h i d r o x i b u t I r a t o  d e s i d r o g e n a s e  de 

c é r e b r o  de r a t o s  de 15 d i a s  de v i d a  em j e j u m  f o i  

s i g n i f i c a t i v a m e n t e  i n i b i d a  por  MMA a d i c i o n a d o  ao meio de 

i n c u ba ç ã o  ( F ( 3 , 2 0 )  = 9 , 380 ; p<0,D04)  como pode s e r  o b s e r v a d o  

na t a b e I  a 111. 21.

P r o p i o n a t o ,  quando a d i c i o n a d o  ao meio de i n c u b a ç ã o ,  não 

i n t e r f e r i u  com a a t i v i d a d e  da b e t a - h i d r o x i b u t  I r a t o  

d e s i d r o g e n a s e  de c é r e b r o  de r a t o s  de 15 d i a s  de v i d a  ( t a b e l a  

111. 21)  - F ( 3 , 1 ' 2 )  = 1 , 116;  p<0,39.

111 . 8 . 2 .  E f e i t o  do m e t i I ma l o n a t o  e p r o p i o n a t o  s o b r e  a 

a t i v i d a d e  da b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  d e s i d r o g e n a s e  de 

f í g a d o  de r a t o s

M e t i I ma I o n a t o , quando a d i c i o n a d o  ao meio de i n c u b a ç ã o ,  

i n i b i u  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  a a t i v i d a d e  da b e t a -  

h i d r o x i b u t i r a t o  d e s i d r o g e n a s e  de f í g a d o  de r a t o s  de 15 d i a s  

de v i d a  em j e j um ( F ( 3 , 1 2 ) = 8 , 3 5 i:i ; p<0, 003)  - t a b e l a  i i l . 2 2 .
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E F E I TO  DO METILMALONATO ( MMA) E PROPIONATO ( P A )  SOBRE A 

AT I V I DADE  DA BETA~HI DROXI BUT I RATO DE IDROGENASE DE CÉREBRO DE 

RATOS COM 15 DI AS  DE VI DA,  EM J E J U M

T A B E L A  I I I . 21

MMA

C o n t r o l e s 1 mM 2,  5mM 5mM

1,32 ± 0 , 13  

<6 )

1,21 ± 0 , 15  

( B )

*
1,08 ± 0 ,23 

(6 )

* *
0,8-1 ± 0 , 1 2  

(6 )

PA

C o n t r o l  es 2mM 5mM 1 OmM

1,2-1 ± 0,0-1 

(-1)

1 , 37 ± 0 , 12  

<<»)

1, 27 ± 0 ,10 

(-1)

1 , 22  ± 0 , 13  

(-1)

Cada r e s u l t a d o r e p r e s e n t a  a 
-1 -1

médi a  + d e s v i o p adr ão  e e s t á

e x p r e s s o  em umol . mi n  .g . Números e n t r e  p a r ê n t e s e s  

r e p r e s e n t a m  o número de r a t o s .  C o n d i ç õ e s  e x p e r i m e n t a i s  

con f o rme  d e s c r i t o  em M a t e r i a l  e Métodos  i t em I I . 2 . 6 . 6 . 2 .  pg 

57.  As d i f e r e n ç a s  e n t r e  as méd i as  dos v á r i o s  g r upos  f o r a m 

a n a l i s a d a s  por  ANOVA s e g u i d a  pe l o  t e s t e  de Duncan quando 

o F f o i  s i g n i f I  c a n t e . D i f e r e n ç a s  s I g n i f i c a n t e s  quando 

compar adas  com o grupo c o n t r o l e :  * p<0,05;  * *  p < 0 , 0 l .
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EF E I TO DO METILMALONATO ( MMA) E PROPIONATO <PA)  SOBRE A 

ATI VI DADE DA BETA-HI DROXI BUT I RATO DES IDROGENASE DE

FÍGADO DE RATOS COM 15 DI AS DE VI DA,  EM J E J U M

T A B E L A  I I I . 2 2

MMA

C o n t r o l e s imM 2,5mM 5mM

* * * *
23 , 2  ± 0 , 63 19, 7  ± 2 , 52 2 D ,1 ± 0 ,50 17,7 ± 1 ,70

PA

C o n t r o l e s 2mM 5mM 10mM

2 3 , 7  ± 2,11 2 2 , 9  ± 2 , 67 22 , 0  ± 2 , ^0 19, 8 ± 1,76

Cada r e s u l t a d o r e p r e s e n t a  a méd I a de <1 e x p e r 1 mentos
-1  -1

i n d e p e n d e n t e s  e e s t ã o  e x p r e s s o s  em umo l . mi n  .g ± d e s v i o  

p a d r ã o .  C o n d l ç o ê e s  e x p e r i m e n t a i s  con f o rme  d e s c r i t o  em 

M a t e r i a l  e Mé t odos  i t em I I . 2 . 6 . 6 . 2 .  pg 57.  As d i f e r e n ç a s  

e n t r e  as méd i a s  dos v á r i o s  g r upos  f o r a m a n a l i s a d a s  por  ANOVA 

s e g u i d a  p e l o  t e s t e  de Duncan quando o F f o i  s I g n i f i c a n t e . 

D i f e r e n ç a s  s i g n i f i c a n t e s  quando compar adas  com o grupo 

c o n t r o l e :  * p<0,05;  * *  p<0,01.
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Ass i m como no c é r e b r o ,  o p r o p i o n a t o  não t e v e  e f e i t o

sobr e  a a t i v i d a d e  da b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  d e s i d r o g e n a s e  de 

f í g a d o  de r a t o s  em j e j u m <F <3 , 12 ) =2 , 196 ;  p<0,1-1) ,  o que pode 

s e r  o bs e r vado  na t a b e l a  I I I . 22 .

I I I . 8 . 3 .  E f e i t o  da a d m i n i s t r a ç ã o  de m e t i I  ma I o n a to a 

r a t o s  com 15 d i a s  de v i d a ,  em j e j u m ,  s o b r e  a 

a t i v i d a d e  da b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  d e s i d r o g e n a s e  em 

c é r e b r o  de r a t o s

Como MMA a d i c i o n a d o  ao meio de i n c u b a ç ã o  a p r e s e n t o u  

e f e i t o  i n i b i t ó r i o  s ob r e  a b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  d e s i d r o g e n a s e  

de c é r e b r o  de r a t o s  de 15 d i a s  de v i d a  em j e j u m ,

a d m i n i s t r o u - s e  e s t e  m e t a b ó l i t o  s u b c u t a n e a me n t e  aos a n i m a i s  

de modo a t e s t a r  seu e f e i t o  ln v i v o  s o b r e  a e nz i ma .

Como pode s e r  v i s t o  na t a b e l a  I I I . 23,  a a d m i n i s t r a ç ã o  

de MMA I n i b e  a b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  d e s i d r o g e n a s e  de c é r e b r o  

de r a t o s  em j e j u m <t=2,2-16; p<0,05>.

I I I . 8.*1. E f e i t o  da a d m i n i s t r a ç ã o  de met i I ma l ona t o  s o b r e  a

a t i v i d a d e  da b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  d e s i d r o g e n a s e  em 

f í g a d o  de r a t o s

A a d i ç ã o  de MMÀ ao meio de i n c u b a ç ã o  t e v e  e f e i t o  

i n i b i t ó r i o  s i g n i f i c a t i v o  s o b r e  a a t i v i d a d e  da b e t a -  

h i d r o x i b u t i r a t o  d e s i d r o g e n a s e  de f í g a d o  de r a t o s  em j e j u m .  

Des t e  modo, a d m i n i s t r o u - s e  MMA s u b c u t a n e a me n t e  a um grupo  de 

r a t o s  em j e j um v e r I f I c a n d o - s e  a s s i m  seu e f e i t o  s o b r e  a

enz i ma .
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ATI V I DADE  DA BETA“ H I DROXI BUT I RATO DES I DROGENASE  DE CÉREBRO 

DE RATOS COM 15 DI AS  DE VI DA,  EM J E J U M ,  TRATADOS COM MMA 

OU SOLUÇÃO SAL I NA

TABEL A I I I . 53

C o n t r o l e s  ( s a l i n a ) MMA

*
1, 58 ± 0 , 130 1 , 05 ± 0 , 530

( 8 ) ( 7 )

Cada r e s u l t a d o  r e p r e s e n t a  a médi a  + d e s v i o  padr ão  e e s t á
-1  -1

e x p r e s s o  em umo l . mi n  .g . Números e n t r e  p a r ê n t e s e s  

r e p r e s e n t a m o número de r a t o s .  C o n d i ç õ e s  e x p e r i m e n t a i s  

conf o rme  d e s c r i t o  em M a t e r i a l  e Métodos  i t em I I . 5 . 6 . 6 . 5 .  pg 

57.  A d i f e r e n ç a  e n t r e  as méd i as  do grupo c o n t r o l e  e do 

grupo t r a t a d o  com MMA ( *  p<0, 05)  f o i  a n a l i s a d a  p e l o  t e s t e  

" t "  de S t u d e n t  pa r a  a mo s t r a s  i n d e p e n d e n t e s .
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Conforme a t a b e l a  I I l . 24 v e r i f i c o u - s e  que a 

a d m i n i s t r a ç ã o  de MMA aos a n i m a i s  em j e j u m i n i b e

s i g n i f i c a t i v a m e n t e  a b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  d e s i d r o g e n a s e

h e p á t i c a  d e s t e s  a n i m a i s  <t=2, 848;  p<0<0 1 ) .

TABELA I I I .24

ATI V I DADE  DA BETA~HI DROX I BUT I  RATO DES I DROGENASE DE FÍGADO DE

RATOS COM 15 DI AS 

SOLUçÃO SAL I NA

DE V I DA, EM J E J U M ,  TRATADOS COM MMA OU

C o n t r o l e s ( s a l  i n a ) MMA

* *
2 5 , 2  ± 3 ,50 20 , 7  ± 3 , 90

Cada r e s u l t a d o  r e p r e s e n t a  a médi a  de 11 e x p e r i m e n t o s
- 1  - 1

i n d e p e n d e n t e s  e e s t ã o  e x p r e s s o s  em umol . mi n  .g ± d e s v i o  

p a d r ã o .  C o n d i ç õ e s  e x p e r i m e n t a i s  conf orme  d e s c r i t o  em 

M a t e r i a l  e Mét odos  i t em l i . 2 . 6 . 6 . 2 .  pg 57.  A d i f e r e n ç a  

e n t r e  as méd i a s  do grupo c o n t r o l e  e do grupo t r a t a d o  com MMA 

( * *  p<0,001 ) f o i  a n a l i s a d a  pe l o  t e s t e  " t "  de S t u d e n t  pa r a  

a mo s t r a s  i n d e p e n d e n t e s .
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I I I . 8 . 5 . 1 .  D e t e r m i n a ç ã o  do Km pa r a  a b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  

d e s i d r o g e n a s e  em c é r e b r o  de r a t o s

Após o b s e r v a d a  a i n i b i ç ã o  da b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  

d e s l d r o g e n a s e  de c é r e b r o  de r a t o s  de 15 d i a s  de v i d a  p e l o  

MMA, s e g u i u - s e  a i n v e s t i g a ç ã o  no s e n t i d o  de se i d e n t i f i c a r  o 

t i p o  de i n i b i ç ã o  e x e r c i d a  por  e s t e  m e t a b ó l i t o  s o b r e  a 

enz i ma .

Em p r i m e i r o  l u g a r  f o i  d e t e r m i n a d a  o Km pa ra  a enz i ma em

c é r e b r o  de r a t o s  de 15 d i a s  de v i d a .  P a r a  i s t o ,  f o r a m 

u t i l i z a d a s  c o n c e n t r a ç õ e s  de b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  que 

v a r i a r a m  de 0,5mM a 2ümM ( f i g u r a  I I I . 7 . a )  sendo que t o d o s  os 

e x p e r i m e n t o s  f o r a m f e i t o s  em t r i p l i c a t a .

Após d e t e r m i n a d a  a c u r v a  de s u b s t r a t o  ( f i g u r a  I I I . 7 . a )  

f o r a m e s c o l h i d a s  as s e g u i n t e s  c o n c e n t r a ç õ e s  de b e t a -

h i d r o x i b u t i r a t o  pa r a  d e t e r m i n a ç ã o  do Km-. 0,75mM - 1 , OmM -

1 , 5mM e 3 , OmM.

A f i g u r a  l i l . 7 . b  a p r e s e n t a ,  de a c o r do  com a 

r e p r e s e n t a ç ã o  g r á f i c a  de L i n e w e a v e r  e B u r k ,  um e x p e r i m e n t o

t í p i c o  r e a l i z a d o  em t r i p l i c a t a .  O Km pa r a  a b é t a ­

il i drox i but i  r a t o  d e s i d r o g e n a s e  de c é r e b r o  de r a t o s  de 15 d i a s

de v i d a  f o i  c a l c u l a d a  em l ,26mM e a v e l o c i d a d e  máxima em 2 
- 1  - 1  

umoI .mi  n . g .

I I I . 8 . 5 .  D e t e r m i n a ç ã o  do Km p a r a  a b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o

d e s i d r o g e n a s e  de r a t o s  de 15 d i a s  de v i d a
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F IGURA I I I .  7 - DETERMINAÇÃO DO Km PARA A BETA-

H I DROX I BUT I  RATO DES IDROGENASE DE CÉREBRO DE 

RATOS COM 15 DI AS  DE V I DA,  EM J E J U M .  <A) 

REPRESENTAÇÃO GRÁFI CA DE M I C H A E L I S ­

MENTEN.  ( B )  REPRESENTAÇÃO GRÁFI CA DE 

L I NEWEAVER E B U R K . CONDIÇÕES E X P E R I ME N T A I S  

CONFORME DESCRI TO EM MATERI AL E MÉTODOS ITEM 

I I . 2 . 6 . 6 . E .  PG 57
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Como no f í g a d o  MMA i n i b i u  a b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  

d e s i d r o g e n a s e  de r a t o s  em J e j u m,  i n i c i o u - s e  p e l a  

d e t e r m i n a ç ã o  do Km d e s t a  enzima n e s t e  ó rgão  de modo a 

p r o s s e g u I r - s e  na i d e n t i f i c a ç ã o  do t i p o  de i n i b i ç ã o  c a u s a d a  

por  e s t e  m e t a b ó l i t o .

P a r a  a d e t e r m i n a ç ã o  da c u r v a  de s u b s t r a t o  da b e t a -  

h l d r o x i b u t i r a t o  d e s i d r o g e n a s e  de f í g a d o  de r a t o s  de 15 d i a s  

de v i d a ,  f o r a m u t i l i z a d a s  c o n c e n t r a ç õ e s  de b e t a -  

h i d r o x i b u t i r a t o  que v a r i a r a m  de D,1mM a 20mM ( f i g u r a

I I I . 8 . a ) .  P a r a  a d e t e r m i n a ç ã o  do Km f o r am e s c o l h i d a s  as 

s e g u i n t e s  c o n c e n t r a ç õ e s  de s u b s t r a t o :  0,5mM - 0,3mM - 0,5mM

- 0,75mM e 1mM. Todos  os e x p e r i m e n t o s  f o r a m f e i t o s  em

t r  i pl i c a t a .

O Km, de a c o r do  com a r e p r e s e n t a ç ã o  g r á f i c a  de

L i n e w e a v e r  e Bu r k  ( f i g u r a  I I I . 8 . b ) ,  f o i  c a l c u l a d a  em

O, 36mM e a v e l o c i d a d e  máxima da r e a ç ã o  em 15, 0 umo l . mi n  
1 - 1

.g . A f i g u r a  I I I . 8 a e b r e p r e s e n t a  o me l h o r  de t r ê s  

e x p e r i m e n t o s  r e a l i z a d o s  em t r i p l i c a t a  pa ra  d e t e r m i n a ç ã o  do 

Km.

I I I . 8 . 5 . 5 .  D e t e r m i n a ç ã o  do Km p a r a  a b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o

d e s l d r o g e n a s e  em f í g a d o  de r a t o s

1 14



-1/Km 1/[Betahidroxibutirato](mM1)
F I GURA I I I . 8 ~ DETERMINAÇÃO DO Km PARA A BETA-

HI DROX I BUT I  RATO DES IDROGENASE DE FÍGADO 

DE RATOS COM 15 DI AS DE V I DA,  EM J E J U M .  

( A )  REPRESENTAÇÃO GRÁFICA DE M I C H A E L I S ­

MENTEN.  <B> REPRESENTAÇÃO GRÁFI CA DE 

L I NEWEAVER E B U R K . CONDIÇÕES E X P E R I M E N T A I S  

CONFORME DESCRI TO EM MATERIAL E MÉTODOS ITEM

I I . 2 . 6 . 6 . 2 .  PG 57
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I I I . 8 . 6 .  D e t e r m i n a ç ã o  do t i p o  de i n i b i ç ã o  causada  p e l o  

m e t i I ma I o n a t o  sobr e  a b e t a ~ h i d r o x i b u t i r a t o

des i d r o g e na s e

111 . 8 . 6 . 1 .  D e t e r m i n a ç ã o  do t i p o  de i n i b i ç ã o  da b e t a -  

h i d  r ox I but  i r a t o  d e s i d r o g e n a s e  em c é r e b r o  de r a t o s

De a c o r do  com a r e p r e s e n t a ç ã o  g r á f i c a  de L i n e w e a v e r  e 

Bur k  ( f i g u r a  I I I . 9 ) ,  MMA i n i b e  c o m p e t 11 1vamente  a b e t a -  

h i d  r ox i but  i r a t o  d e s i d r o g e n a s e  de c é r e b r o  de r a t o s  de 15 d i a s  

de v i d a .

P a r a  d e t e r m i n a ç ã o  do t i p o  de i n i b i ç ã o  ca us a da  p e l o  MMA, 

f o r am u t i l i z a d a s  as c o n c e n t r a ç õ e s  de 0,75mM, ImM, 1,5mM e 

3 , OmM de b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  que f o r a m t e s t a d o s  na p r e s e n ç a  

de MMA 0,5mM, 0,75mM e ImM de MMA ou sem MMA ( c u r v a

c o n t r o l e ) .  P a r a  cada  c o n c e n t r a ç ã o  de MMA e pa ra  o c o n t r o l e  

f o i  f e i t o  uma c u r v a .  Ass i m como nas demai s  d e t e r m i n a ç õ e s ,  

t o do s  os e x p e r i m e n t o s  f o r am r e a l i z a d o s  em t r i p l i c a t a  e um 

e x p e r i me n t o  t í p i c o  r e a l i z a d o  f o i  r e p r e s e n t a d o  na f i g u r a  

I I I . 9 .

111 . 8 . 6 . 2 .  D e t e r m i n a ç ã o  do t i p o  de i n i b i ç ã o  da b e t a -  

h i d r o x i b u t i r a t o  d e s i d r o g e n a s e  em f í g a d o  de r a t o s

Ass i m como pa r a  o c é r e b r o ,  também f o i  i n v e s t i g a d o  o 

t i p o  de i n i b i ç ã o  causada  pe l o  MMA s obr e  a b é t a ­

il I d r o x i b u t l r a t o  d e s i d r o g e n a s e  no f í g a d o  de r a t o s  de 15 d i a s  

de v i d a .

De a c o r do  com a r e p r e s e n t a ç ã o  g r á f i c a  de L i n e w e a v e r  e 

Bur k  ( f i g u r a  I I I . 10)  n o t a - s e  que o MMA i n i b i u  

c o m p e t i t i v a m e n t e  e s t a  enz i ma .
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FIGURA I I 1.9 - REPRESENTAÇÃO GRÁFICA DE L I NEWEAVER E BURK

PARA DETERMINAÇÃO DO T I PO DE I N I B I Ç Ã O  

CAUSADA PELO MMA SOBRE A BETA-

HI DROX I BUT I RATO DES I DROGENASE DE CÉREBRO DE 

RATOS COM 15 DI AS DE V I DA,  EM J E J U M .  

CONDIÇÕES E XP E R I ME NTA I S  CONFORME DESCRI TO EM 

MATERI AL  E MÉTODOS ITEM I I . 2 . 6 . 6 . 2 .  PG 57

1 1 7



FIGURA I I I . 10 - REPRESENTAÇÃO GRÁFICA DE L INEWEAVER E BURK

PARA DETERMINAÇÃO DO T I PO DE I N I B I Ç Ã O

CAUSADA PELO MMA SOBRE A BET A~

H I DROX I BUT I  RATO DES IDROGENASE DE FÍGADO DE

RATOS COM 15 DI AS DE V I DA,  EM J E J U M .

CONDIÇÕES E X P E R I ME NT A I S  CONFORME DESCRI TO EM 

MATERI AL E MÉTODOS ITEM I I . 2 . 6 . 6 . 2 .  PG 57
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MMA f o i  u t i l i z a d o  nas c o n c e n t r a ç õ e s  de 0,1mM - 0,25mM e 

0,51dm e as c o n c e n t r a ç õ e s  de s u b s t r a t o  u t i l i z a d a s  pa r a  cada 

c u r v a  de MMA e pa r a  a c u r v a  c o n t r o l e  f o r am:  0,2mM - 0,3mM -

0 ,5mM - 0 , 75mM e 1mM. Foram f e i t a s  uma c u r v a  c o n t r o l e  e uma 

c u r v a  pa r a  cada  c o n c e n t r a ç ã o  de MMA, t oda s  r e a l i z a d a s  em 

t r i p l i c a t a .  O me l h o r  de t r ê s  e x p e r i m e n t o s  e s t á  r e p r e s e n t a d o  

na f i g u r a  111. 10.

I I I . 8 . 7 .  D e t e r m i n a ç ã o  do Ki do m e t i I ma l o na t o  pa ra  a be t a-  

h i d r o x i b u t i r a t o  d e s i d r o g e n a s e

I I I . 8 . 7 . 1 .  D e t e r m i n a ç ã o  do Ki  pa r a  a b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  

d e s i d r o g e n a s e  em c é r e b r o  de r a t o s  

De a c o r do  com a r e p r e s e n t a ç ã o  g r á f i c a  de D i x on ,  a 

c o n s t a n t e  de i n i b i ç ã o  <K i )  pa r a  o MMA em r e l a ç ã o  à b e t a -  

hi d r o x i b u t i r a t o  d e s i d r o g e n a s e  de c é r e b r o  de r a t o s  de 15 d i a s  

de v i d a  f o i  c a l c u l a d a  em 0,015mM ( f i g u r a  1 1 1 . 11 ) .

Os dados pa r a  o c á l c u l o  do Kl  f o r am r e t i r a d o s  dos 

e x p e r i m e n t o s  r e a l i z a d o s  pa r a  d e t e r m i n a ç ã o  do t i p o  de 

i n i b i ç ã o  c a us a d a  p e l o  MMA s o b r e  a enzima de c é r e b r o  e um 

e x p e r i me n t o  t í p i c o  r e a l i z a d o  em t r i p l i c a t a  é o que e s t á  

r e p r e s e n t a d o  na f i g u r a  111. 11.
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FIGURA 111.11 - REPRESENTAÇÃO GRÁFICA DE DIXON PARA

DETERMINAÇÃO DO Ki PARA O MMA SOBRE A 

AT I V I DADE  DA BE TA-h I DROX I BUT I RATO

DES I DROGENASE  DE CÉREBRO DE RATOS COM 15 

DI AS  DE V I DA,  EM J E J U M .  BHB = BETA- 

H I DROX I B UT I  RATO. CONDIÇÕES E X P E R I ME N T A I S  

CONFORME DESCRI TO EM MATERIAL E MÉTODOS ITEM

I I . 2 . 6 . 6 . 2 .  PG 57
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I I I . 8 . 7 . 2 .  D e t e r m i n a ç ã o  do Ki p a r a  a b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  

d e s i d r o g e n a s e  em f í g a d o  de r a t o s  

0 MM A poss u i  uma c o n s t a n t e  de i n i b i ç ã o  ( K i )  pa r a  a 

b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  d e s i d r o g e n a s e  de f í g a d o  de r a t o s  de 15 

d i a s  de v i d a ,  c a l c u l a d a  de a c o r d o  com a r e p r e s e n t a ç ã o

g r á f i c a de D i xon ,  de 0 , 275mM.

A f i g u r a  111.12 a p r e s e n t a  a r e p r e s e n t a ç ã o g r á f  i ca de

0 i xon de um e x p e r i m e n t o  t í p i c o r e a l i z a d o  em t r  i p I i c a t a .

E s t e s c á l c u l o s  f o r a m f e i t o s  com os mesmos dados ut  i I i zados

para  a d e t e r m i n a ç ã o  do t i p o  de i n i b i ç ã o  causada pe I o MMA

s obr e  a b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  d e s i d r o g e n a s e  h e p á t i c a .
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FIGURA 111.12 - REPRESENTAÇÃO GRÁFI CA DE DIXON PARA

DETERMINAÇÃO DO Ki PARA O MMA SOBRE A

AT I V I DADE  DA BETA-H I DROX I BUT I  RATO

DES I DROGENASE  DE FÍGADO DE RATOS COM 15

DI AS  DE V I DA,  EM J E J U M .  BHB = 

BE TAH I DROX I BUT I  RATO . CONDIÇÕES E XP E R I ME N T A I S  

CONFORME DESCRI TO EM MATERI AL  E MÉTODOS ITEM

I I . 2 . 6 . 6 . 2 .  PG 57
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I V .  DI SCUSSÃO

O d e s e n v o l v i m e n t o  do s i s t e m a  n e r v o s o  c e n t r a l  do r a t o  se

i n i c i a  a n t e s  do n a s c i me n t o  e se c o mp l e t a  d u r a n t e  o p e r í o d o

p ó s - n a t a l .  A ma i o r  p a r t e  do p r o c e s s o  de m a t u r a ç ã o  o c o r r e  
o o

e n t r e  o 6 e o 29 d i a  de v i d a ,  e n v o l v e n d o  a d i f e r e n c i a ç ã o

dos n e u r ô n i o s  e a p r o l i f e r a ç ã o  de d e n d r i t o s ,  a x ô n i o s  e

s i n a p s e s  ( S p e n c e  e W o l f e ,  1967 ) .  Como o s i s t e m a  n e r v o s o

c e n t r a l  é composto por  v á r i o s  ó r g ã o s ,  cada  um com d i f e r e n t e s

t i p o s  de c é l u l a s ,  as q u a i s  possuem f u n ç õ e s  d i s t i n t a s ,  o

padrão de d e s e n v o l v i m e n t o  é e s p e c í f i c o  pa r a  cada  r e g i ã o

< W i n i c k , 1970 ) .

A p r o l i f e r a ç ã o  n e u r o n a l  a c o n t e c e  p r i n c i p a l m e n t e  d u r a n t e

a ú l t i m a  semana de g e s t a ç ã o  do r a t o ,  e s t a n d o  a n e u r o g ê n e s e

p r a t i c a m e n t e  c o mp l e t a  no segundo d i a  de v i d a  p ó s - n a t a l

( Do bb i ng ,  1968;  Dobbi ng e S a n d s ,  1973 ) .  Nos s e r e s  humanos
a

e s t a  p r o l i f e r a ç ã o  a t i n g e  um p i c o  máximo ao r e d o r  da 26 

semana de g e s t a ç ã o  sendo s e g u i d a  p e l a  p r o l i f e r a ç ã o  das 

c é l u l a s  g l i a i s  c u j o  p i c o  se dá ao n a s c e r  ( Do b b i n g  e S a n d s ,  

1973) .  Após o n a s c i me n t o  a p r o l i f e r a ç ã o  c e l u l a r  nos s e r e s  

humanos c o n t i n u a  em v e l o c i d a d e  l e n t a  e c e s s a  a p r ox i ma da men t e  

aos 6 meses de i d a d e .  J á  a p r o l i f e r a ç ã o  das c é l u l a s  g l i a i s  

no r a t o  o c o r r e  p a r a l e l a m e n t e  à s í n t e s e  de m i e l i n a ,  que se dá 

d u r a n t e  o p r i m e i r o  mês de v i d a  ( R o b a i n  e P o n s o t ,  1978 ) ,  

i n i c i a n d o - s e  dos 10 aos 15 d i a s  ( W i n i c k ,  1970)  e a t i n g i n d o  

um p i c o  de v e l o c i d a d e  de s í n t e s e  ao r e do r  dos 20 d i a s  de 

v i d a  ( N o r t o n  e P o d u s l o ,  1973 ) .  E s t e  p r o c e s s o  é c o mp a r á v e l  à
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s í n t e s e  de m i e l i n a  que o c o r r e  no c é r e b r o  humano ao r e d o r  do 

n a s c i me n t o  e se e s t e n d e  a t é  os d o i s  anos  de i dade  ( Zamenhof  

e t  81 1968 ) .

0 p r o c e s s o  de t r a n s m i s s ã o  n e r v o s a  se dá a t r a v é s  de 

s i n a p s e s  e n t r e  os n e u r ô n i o s .  A s I n a p t o g ê n e s e , no c é r e b r o  do 

r a t o ,  também a c o n t e c e  p ó s - n a t a l m e n t e . A g h a j a n i a n  e B l oom 

( 1967 )  demons t r a r am que e s t e  p r o c e s s o  o c o r r e  p r i n c i p a l m e n t e  

e n t r e  a 2a .  e a ^ a . semana de v i d a  e que o c é r e b r o  do r a t o  

recém n a s c i d o  contém menos de .18% dos c o n t a t o s  s i n á p t i c o s  do 

a d u l t o .  A e f i c i ê n c i a  d e s t e  p r o c e s s o  p a r e c e  e s t a r  i n t i ma m e n t e  

r e l a c i o n a d a  com o desempenho menta l  ( C r a g g ,  1972 ) .

A e s c o l h a  de r a t o s  de 15 d i a s  de i dade  pa r a  e s s e  e s t u d o  

deveu-se  a d i v e r s o s  f a t o r e s ,  é s a b i d o  que a n i m a i s  j o v e n s

possuem a b a r r e i r a  h e ma t o e n c e f á I  i c a  ma i s  pe r meá v e l  a

m e t a b ó l i t o s  que se acumulam nos t e c i d o s  dos p a c i e n t e s  

a f e t a d o s  por  v á r i o s  E lM e que p r ovocam l e s õ e s  n e u r o l ó g i c a s

em f a s e  p r e c o c e  do d e s e n v o l v i m e n t o  p ó s - n a t a l .  Ta l  a s s e r ç ã o  

tem s i d o  u t i l i z a d a  no t r a t a m e n t o  o ma i s  p r e c o c e m e n t e  

p o s s í v e l  d e s t a s  doenças  (Hommes e t  a l . ,  1982 ) .  Como o 

o b j e t i v o  p r i n c i p a l  d e s t a  i n v e s t i g a ç ã o  f o i  e s t u d a r  o e f e i t o  

do MMA e do PA,  que se acumulam na m e t i I  ma I o n i c a c i d e m i a , 

sobr e  a l g u n s  pa s s o s  do me t a b o l i s mo  i n t e r m e d i á r i o  c e r e b r a l ,  

t a l  e s t udo  s e r i a  ma i s  adequadament e  r e a l i z a d o  em a n i m a i s  

j o v e n s  em p l eno  d e s e n v o l v i m e n t o  de seu s i s t e m a  n e r v o s o  

c e n t r a l .

Além d i s s o ,  como o c é r e b r o  de r a t o s  de 15 d i a s  de 

I dade u t i l i z a  q u a n t i d a d e s  a p r o x i ma da men t e  i g u a i s  de g l i c o s e
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e de co r pos  c e t ô n i c o s  pa ra  suas  n e c e s s i d a d e s  e n e r g é t i c a s  e 

de b i o s s í n t e s e  ( C r emer  e H e a t h , 1974)  a i n v e s t i g a ç ã o  f o i  

i n i c i a d a  pe l o  e s t udo  da u t i l i z a ç ã o  d e s s e s  compos t os  p e l o  

t e c  ido c e r e b r a l .

Os p a r â me t r o s  b i o q u í m i c o s  f o r am a n a l i s a d o s  em r a t o s  em 

j e j u m,  uma vez que c r i a n ç a s  com m e t i l m a l o n i c a c i d e m i a  não se 

a l i me n t a m adequadament e ,  p o i s  a a c i d o s e  m e t a b ó l i c a  p r o v o c a  

a n o r e x i a ,  náus eas  e v ô mi t o s  e i s s o  se t o r n a  ma i s  e v i d e n t e  

d u r a n t e  as a g u d i z a ç õ e s  dessa  doença .  Dessa  f o r ma ,  o e s t u do  

em r a t o s  em j e j u m,  a p r o x i ma - s e  ma i s  das c a r a c t e r í s t i c a s  

m e t a b ó l i c a s  e n c o n t r a d a s  na me t i l ma  I o n i c a c i d e m i a  humana.

Foi  e s t u d a d a  i n i c i a l m e n t e  a u t i l i z a ç ã o  de g l i c o s e  por  

p r i s ma s  de c é r e b r o s .  A g l i c o s e  a t r a v e s s a  as membranas 

c e l u l a r e s  a t r a v é s  de um s i s t e m a  de t r a n s p o r t e  e x c l u s i v o  pa r a  

hexoses  ( O l d e n d o r f ,  1980 ) .  Sua c a p t a ç ã o  é o p r i m e i r o  passo  

para  que e l a  s e j a  u t i l i z a d a  d e n t r o  do c é r e b r o  de modo a 

p r o d u z i r  e n e r g i a  ou e n t r a r  em o u t r a s  r o t a s  m e t a b ó l i c a s .

A m a i o r i a  <80 a 90%)  da g l i c o s e  consumi da  p e l o  c é r e b r o  

é u t i l i z a d a  como c o m b u s t í v e l  e n e r g é t i c o  ( S o k o l o f f ,  1 9 8 9 ) .  Os 

o u t r o s  10 a 20% c a p t a d o s  por e s t e  ó rgão  podem s e g u i r  o u t r a s  

r o t a s  m e t a b ó l i c a s  como o C i c l o  das P e n t o s e s  ( c e r c a  de 2 a 3% 

da g l i c o s e  c o ns u mi d a )  que e s t á  com sua v e l o c i d a d e  r e d u z i d a  

no c é r e b r o  de um r a t o  a d u l t o .  Em c é r e b r o s  de r a t o s  em 

d e s e n v o l v i m e n t o ,  e s t a  v i a  e s t á  com sua v e l o c i d a d e  a ume n t a d a ,  

a t i n g i n d o  um p i c o  d u r a n t e  a m i e I i n i z a ç ã o , de modo a p r o d u z i r  

NADPH pa r a  a s í n t e s e  de l i p í d i o s  ( S e i s j o ,  1978 ) .  A g l i c o s e  

também pode s e g u i r  o u t r o s  cami nhos  no c é r e b r o ,  mas a sua 

c o n t r i b u i ç ã o  e x a t a  pa r a  e s t a s  v i a s  a i n d a  não e s t á  bem
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d e f i n i d a .  J á  f o i  demons t r ado  por  B r a d f o r d  ( 1 9 8 6 )  que a

q u a n t i d a d e  de g l i c o s e  marcada  i n c o r p o r a d a  em CO é bem
2

menor do que o e s p e r a d o ,  p o i s  uma g r ande  p a r t e  d e s t e

composto é t r a n s f e r i d o  pa r a  a m i n o á c i d o s  r e l a c i o n a d o s  ao

C i c l o  de K r ebs  e para  o u t r o s  c o n s t i t u i n t e s  q u í m i c o s  do

c é r e b r o .  G r andes  " p o o l s "  de g l u t a m a t o ,  a s p a r t a t o ,  á c i d o  gama

amI n o b u t í r i c o  ( G A B A ) ,  g l u t a m i n a  e a l a n i n a  são f o r ma do s  a

p a r t i r  de g l i c o s e  como r e s u l t a d o  da a l t a  a t i v i d a d e  das

t r a n s a m i nases  ( B r a d f o r d ,  198B ) .

O MMA a d i c i o n a d o  ao meio de i n c u b a ç ã o  aumentou

s i g n i f i c a t i v a m e n t e  a c a p t a ç ã o  de g l i c o s e  p e l o  c é r e b r o  de

r a t o s  em j e j u m.  E s t e  e f e i t o  f o i  também v e r i f i c a d o  quando o

m e t a b ó l i t o  e r a  a d m i n i s t r a d o  s u b c u t a n e a me n t e  aos a n i m a i s  e

não f o i  v e r i f i c a d o  quando PA f o i  a d i c i o n a d o  ao me i o  de

i ncuba çã o  demons t r ando  s e r  um e f e i t o  e s p e c í f i c o  do MMA.

Como o MMA não u t i l i z a  o mesmo s i s t e m a  de c a r r e a d o r e s

que a g l i c o s e  ( H a l p e r i n  e t  a l . ,  1971 ) ,  o e f e i t o  não p o d e r i a

e s t a r  l i g a d o  à e n t r a d a  de g l i c o s e  no c é r e b r o ,  mas s i m a uma

i n f l u ê n c i a  do mesmo s obr e  o me t a b o l i s mo  da g l i c o s e .  A

g l i c o s e  que e n t r a  no c é r e b r o  é u t i l i z a d a ,  p r i n c i p a l m e n t e ,

pa ra  produção de e n e r g i a ,  ou s e j a ,  c e r c a  de 80 a 90% da

g l i c o s e  c a p t a d a  é o x i da da  p e l a  v i a  g l i c o l í t i c a  a t é  CO e H 0
2 3

e o u t r o s  10% a 20% u t i l i z a d o s  em o u t r a s  r o t a s ,  i n c l u i n d o  o 

C i c l o  das P e n t o s e s ,  p rodução  de l i p í d i o s ,  e t c  ( S o k o l o f f ,  

1989 ) .  0 f a t o  do MMA e s t a r  aumentando a c a p t a ç ã o  de g l i c o s e

por c é r e b r o  de r a t o s  em j e j u m p o d e r i a  e s t a r  r e l a c i o n a d o ,  

p o r t a n t o ,  com uma ou ma i s  das s e g u i n t e s  h i p ó t e s e s :  ( a )  há
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uma n e c e s s i d a d e  ma i o r  de e n e r g i a  e o MMA e s t á  a t i v a n d o  a v i a  

g l i c o l f t i c a  aumentando a s s i m o i n f l u x o  de s u b s t r a t o  

( g l i c o s e ) ;  <b) MMA e s t á  a t i v a n d o  o C i c l o  das P e n t o s e s

aumentando o i n f l u x o  de g l i c o s e  pa ra  o mesmo; ( c )  MMA e s t á

a t i v a n d o  a g l i c ó l i s e  a n a e r ó b i c a  e I n i b i n d o  a a e r ó b l c a ,  

aumentando a s s i m a t a x a  de f o r mação  de l a c t a t o ,  o que

j u s t i f i c a r i a  um ma i o r  i n f l u x o  de g l i c o s e  pa r a  o c é r e b r o  pa r a  

compensar  a b a i x a  produção  de e n e r g i a  dessa  v i a ;  <d)  o MMA 

e s t á  a t i v a n d o  a b i o s s í n t e s e  de l i p í d i o s  a p a r t i r  de g l i c o s e  

e <e)  o MMA e s t á  a t i v a n d o  o u t r a s  r o t a s  a l t e r n a t i v a s  ( s í n t e s e  

de a m i n o á c l d o s ,  n e u r o t r a n s m i s s o r e s ,  e t c ) .

É pouco p r o v á v e l  que a a t i v a ç ã o  de r o t a s  a l t e r n a t i v a s  

pe l o  MMA i r i a  se r e f l e t i r  em um aumento c o n s i d e r á v e l  do

consumo de g l i c o s e  pe l o  c é r e b r o  por nós d e t e c t a d o ,  uma vez 

que t a i s  v i a s  consomem uma p e r c e n t a g e m mu i t o  b a i x a  de

gI i c o s e .

P a r a  t e s t a r  a h i p ó t e s e  ( a ) ,  v e r i f i c a m o s  o e f e i t o  do 

MMA e PA s o b r e  as s e g u i n t e s  enz i mas  r e g u l a t ó r i a s  da 

g l i c ó l i s e :  h e x o q u i n a s e ,  f o s f o f r u t o q u i n a s e  e p i r u v a t o q u i n a s e  

e pa ra  v e r i f i c a r  a h i p ó t e s e  ( b ) ,  f o i  i n v e s t i g a d o  o e f e i t o  

dos m e t a b ó l i t o s  s obr e  a enzima gI i c o s e - 6 - f o s f a t o  

d e s i d r o g e n a s e  p e r t e n c e n t e  ao C i c l o  das P e n t o s e s .

V e r i f i c a m o s  que o MMA não i n t e r f e r e  na a t i v i d a d e  de 

nenhuma das enz i mas  ac ima me n c i o n a d a s ,  o que s u g e r e  que o 

m e t a b ó l i t o  não a t i v a  a v i a  g l l c o l í t i c a  e o C i c l o  das

P e n t o s e s ,  pe l o  menos a n í v e l  d e s t a s  q u a t r o  e n z i ma s .  O PA

também não t e v e  q u a l q u e r  e f e i t o  sobr e  as enz i mas  e s t u d a d a s .
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P a r a  v e r i f i c a r  o e f e i t o  do MMA e PA s o b r e  a g l i c ó l i s e  

a n a e r ó b i c a ,  e s tudamos  a p rodução  de l a c t a t o  a p a r t i r  de 

g l i c o s e  a d i c i o n a n d o  ou não os m e t a b ó l i t o s  ao melo de 

i n c u b a ç ã o .

Nossos  r e s u l t a d o s  mo s t r a r a m que a t a x a  de p r oduçã o  de 

l a c t a t o  a p a r t i r  de g l i c o s e  por  c é r e b r o  de r a t o  e s t á  de 

aco r do  com o d e s c r i t o  na l i t e r a t u r a ,  i s t o  é,  que o t e c i d o  

c e r e b r a l  mesmo quando em repouso  e bem o x i g e n a d o  produz  

l a c t a t o  que é r emov i do  do sangue numa t a x a  de 5 a 13% do 

p i r u v a t o  p r o d u z i d o  p e l a  g l i c ó l i s e  ( C l a r k e  e t  a I . ,  1989 ) .

Podemos o b s e r v a r ,  segundo os r e s u l t a d o s  o b t i d o s ,  que o 

MMA aumenta s i g n i f i c a t i v a m e n t e ,  em um padr ão  dose-  

d e p e n d e n t e ,  a p r oduçã o  de l a c t a t o  pe l o  c é r e b r o .  O PA,  por  

o u t r o  l a do ,  quando a d i c i o n a d o  ao meio de i n c u b a ç ã o ,  d i m i n u i  

s i g n i f i c a t i v a m e n t e  a l i b e r a ç ã o  de l a c t a t o  por  e s t e  ó r g ã o .

0 PA u t i l i z a  como s i s t e m a  de t r a n s p o r t e  t r a ns me mbr a na  o 

c a r r e a d o r  pa r a  á c i d o s  m o n o c a r b o x í I i c o s , o mesmo u t i l i z a d o  

pe l o  l a c t a t o  e o p i r u v a t o  ( S t e e l e ,  1986 ) .  P o r t a n t o ,  é bem 

p o s s í v e l  que t e n h a  ha v i d o  uma c o mp e t i ç ã o  e n t r e  o PA e o 

l a c t a t o  p r o d u z i d o  pe l o  c é r e b r o  por  sua s a í d a  a t r a v é s  do 

c a r r e a d o r  dos á c i d o s  m o n o c a r b o x í l i c o s ,  o que e x p l i c a r i a  as 

b a i x a s  c o n c e n t r a ç õ e s  de l a c t a t o  no meio de i n c u b a ç ã o .  

C o n c l u i - s e ,  e n t ã o ,  que o e f e i t o  do PA o c o r r e ,  mu i t o  

p r o v a v e l m e n t e ,  s o b r e  a l i b e r a ç ã o  de l a c t a t o  pe l o  c é r e b r o ,  

uma vez que não m o d i f i c o u  a c a p t a ç ã o  de g l i c o s e .  J á  o MMA 

não age s o b r e  o t r a n s p o r t e  de l a c t a t o ,  uma vez que e s t e  não 

u t i l i z a  o mesmo s i s t e m a  de t r a n s p o r t e  que o l a c t a t o ,  mas s i m 

o s i s t e m a  de t r a n s p o r t e  pa r a  á c i d o s  di e t r i c a r b o x í I I  cos
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( H a l p e r i n  e t  a l . ,  1971)  que j á  e s t á  bem d e s e n v o l v i d o  no 

c é r e b r o  de r a t o s  j o v e n s  ( Cr emer  e t  a l . ,  1979 ) .  C o n c l u i - s e  

que o e f e i t o  do MMA d e t e c t a d o  nos e x p e r i m e n t o s  d e v e u-s e  ao 

aumento da p r oduçã o  de l a c t a t o ,  r e f l e t i n d o  um aumento da

g l i c ó l i s e  a n a e r ó b i c a  e/ou uma d i m i n u i ç ã o  da g l i c ó l i s e  

a e r ó b i c a  o que vem a p r i n c í p i o  a f a v o r  da h i p ó t e s e  <c ) .

De posse  d e s s e s  r e s u l t a d o s  p o d e r - s e - i a  s upor  duas 

a l t e r n a t i v a s :  a p r i m e i r a  em que ambas as v i a s  g l i c o l  í t i c a s ,  

a e r ó b i c a  e a n a e r ó b i c a ,  e s t a r i a m  a t i v a d a s  p e i o  MMA e a

segunda que a v i a  g l i c o l í t i c a  a e r ó b i c a  e s t i v e s s e  i n i b i d a  e a 

a n a e r ó b i c a  a t i v a d a  como r e f l e x o  da d i m i n u i ç ã o  de p r oduç ã o  de 

e n e r g i a .

A g l i c ó l i s e  a n a e r ó b i c a  p r o v a v e l m e n t e  não e s t á  

d i r e t a m e n t e  a t i v a d a ,  j á  que as enz i mas  m a r c a p a s s o s  

h e x o q u i n a s e ,  f o s f o f r u t o q u i n a s e  e p i r u v a t o q u i n a s e  não 

aumentar am sua a t i v i d a d e  na p r e s e n ç a  de MMA. P o r t a n t o ,  a 

a t i v a ç ã o  da v i a  g l i c o l í t i c a  a n a e r ó b i c a  s e r i a  i n d i r e t a  como

r e s u l t a d o  da i n i b i ç ã o  de a l guma enzi ma do C i c l o  de K r e b s  ou

da p r ó p r i a  c a d e i a  r e s p i r a t ó r i a  por  MMA.

0 MMA é um composto a n á l o g o  ao s u c c i n a t o  e ao m a l o n a t o ,  

e s t e  ú l t i m o  s a b i d a me n t e  um i n i b i d o r  c o m p e t i t i v o  da s u c c i n a t o  

d e s i d r o g e n a s e  ( T h o r n ,  1953 ) ,  c o n s i d e r a d o  como exempl o 

c l á s s i c o  d e s t e  t i p o  de i n i b i ç ã o .  C o n s i d e r a n d o  a s e me l h a n ç a  

e s t r u t u r a l  e n t r e  e s t e s  t r ê s  compos t os ,  d e c i d i u - s e  t e s t a r  o 

e f e i t o  do MMA s o b r e  e s t a  enz i ma .

Os dados i n d i c a r a m ,  em c é r e b r o  de r a t o s  em j e j u m ,  uma 

i n i b i ç ã o  s i g n i f i c a t i v a  In v l t r o  da a t i v i d a d e  da s u c c i n a t o
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d e s i d r o g e n a s e  por  MMA, mas não por PA.  E s t e s  dados f o r a m 

r e f o r ç a d o s  quando MMA f o i  a d m i n i s t r a d o  s u b c u t a ne a me n t e  aos 

an ima i s .

A i n i b i ç ã o  e s p e c í f i c a  In v l t r o  e In v i v o  da a t i v i d a d e  

da s u c c i n a t o  d e s i d r o g e n a s e  de c é r e b r o  de r a t o s  c a us a da  por

MMA vem ao e n c o n t r o  dos r e s u l t a d o s  a n t e r i o r e s ,  r e f o r ç a n d o  a

h i p ó t e s e  de que a v e l o c i d a d e  do C i c l o  de K r e bs  possa  e s t a r  

d i m i n u í d a  por  e f e i t o  d e s t e  m e t a b ó l i t o .

O PA não e x e r c e u  e f e i t o  s obr e  a s u c c i n a t o  d e s i d r o g e n a s e  

de c é r e b r o  de r a t o s  em j e j um o que e s t á  de aco r do  com os

r e s u l t a d o s  s o b r e  a c a p t a ç ã o  de g l i c o s e .

A i n i b i ç ã o  da s u c c i n a t o  d e s i d r o g e n a s e  por  ma l o n a t o  é do 

t i p o  c o m p e t i t i v o  e o mesmo t i p o  de i n i b i ç ã o  f o i  v e r i f i c a d o  

pa r a  o MMA com um v a l o r  de Ki de ^,5mM. Os n í v e i s  de MMA 

e n c o n t r a d o s  no c é r e b r o  pós-mor tem e no l í q u i d o  c é f a l o -  

r a q u i d i a n o  de c r i a n ç a s  com m e t i I  m a l o n i c a c I d e m i a  são 

a p r ox i madamen t e  da ordem de 1 mM ( P a t e l  e t  a l . ,  1976)  e 2 , 5  

mM ( R o s e n b e r g  e F e n t on  1989) ,  r e s p e c t i v a m e n t e .

C o n s i d e r a n d o  que os n í v e i s  c e r e b r a i s  de s u c c i n a t o  e MMA são 

da mesma ordem de ma g n i t u d e  ( G o l d b e r g  e t  a l . ,  1966)  e que 1 

mM de MMA p r o v o c a  uma i n i b i ç ã o  s l g n i f i c a n t e  na a t i v i d a d e  da 

s u c c i n a t o  d e s i d r o g e n a s e  c e r e b r a l  ( 53% )  In v l t r o ,  pode-se  

I n f e r i r  que a ação  i n i b i t ó r i a  do MMA e n c o n t r a d a  n e s t e  

t r a b a l h o  pode s e r  de i m p o r t â n c i a  f i s i o l ó g i c a ,  podendo t r a z e r  

s é r i a s  c o n s e q u ê n c i a s  pa r a  o me t a b o l i s mo  e n e r g é t i c o  d e s t e  

t e c i d o .

Fo i  e s t u d a d o  a i n d a  o e f e i t o  do MMA e PA s o b r e  a 

a t i v i d a d e  da s u c c i n a t o  d e s i d r o g e n a s e  h e p á t i c a  pa r a  se
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v e r i f i c a r  se o e f e i t o  do MMA i d e n t i f i c a d o  no c é r e b r o ,  também 

o c o r r i a  em o u t r o  t e c i d o  onde a enzima a p r e s e n t a  a l t a  

a t i v i d a d e .  De s t a  f o rma  p o d e r - s e - i a  d i s t i n g u i r  um e f e i t o  

e s p e c í f i c o  do t e c i d o  n e r v o s o  de um ma i s  a b r a n g e n t e .

A s u c c i n a t o  d e s i d r o g e n a s e  de f í g a d o  de a n i ma i s  em j e j u m  

também mo s t r o u - s e  i n i b i d a  por  MMA quando e s t e  m e t a b ó l i t o  f o i  

a d i c i o n a d o  ao mei o de i n c u b a ç ã o  ou quando f o i  a d m i n i s t r a d o  

aos a n i m a i s .  O PA,  a s s i m  como no c é r e b r o ,  não t e v e  nenhum 

e f e i t o  s ob r e  a a t i v i d a d e  dessa  enz i ma .  0 t i p o  de I n i b i ç ã o  

causada  pe l o  MMA na enz i ma h e p á t i c a  também f o i  c o m p e t i t i v o .  

P o r t a n t o ,  também ne s s e  órgão f o i  d e t e c t a d o  um e f e i t o  

e s p e c í f i c o  do MMA, s i m i l a r  a q u e l e  v e r i f i c a d o  no t e c i d o  

c e r e b r a I .

A h i p o g l i c e m i a  e n c o n t r a d a  nos p a c i e n t e s  com 

met i I  ma I o n i c a c i d  emi a  tem s i d o  e x p l i c a d a  em f u n ç ã o  de um 

d e c r é s c i mo  na gI i c o n e o g ê n e s e  d e v i d o  à i n i b i ç ã o  da p i r u v a t o  

c a r b o x i l a s e  por  MMCoA, p e r c u r s o r  do MMA ( U t t e r ,  1970 ) ,  e 

p e l a  i n i b i ç ã o  do t r a n s p o r t e  de ma l a t o  p e l a  membrana 

m i t o c o n d r i a l  ( H a l p e r i n  e t  a i . ,  1971 ) .  Os r e s u l t a d o s  

p r e s e n t e s  mos t r am que c o n c e n t r a ç õ e s  de 2 , 5  mM de MMA j á  

causam uma i n i b i ç ã o  s u b s t a n c i a l  e s i g n i f i c a t i v a  ( 2 0 % )  da 

a t i v i d a d e  da s u c c i n a t o  d e s i d r o g e n a s e  h e p á t i c a .  Tendo por  

base e s se  a c ha d o ,  p r o p õ e - s e  uma e x p l i c a ç ã o  a d i c i o n a l  pa r a  a 

h i p o g l i c e m i a  da m e t i I m a l o n I c a c l d e m l a , ou s e j a ,  que o 

b l o q u e i o  p a r c i a l  da c o n v e r s ã o  de s u c c i n a t o  a f u ma r a t o  p e l o  

MMA no f í g a d o  pode r e d u z i r  a f o r ma çã o  de g l i c o s e  p e l a  

d i m i n u i ç ã o  de ATP e de i n t e r m e d i á r i o s  do C i c l o  de K r e bs  pa r a

131



a g l i  c one o gê n e s e  .

d e s i d r o g e n a s e  c a u s a d a  pe l o  MMA ( b l o q u e i o  do C i c l o  de K r e b s )

p o d e r i a  e x p l i c a r  as e l e v a d a s  t a x a s  de l a c t a t o  p r o d u z i d a s  nos

e x p e r i m e n t o s .  E n t r e t a n t o ,  e x i s t e m  o u t r a s  a l t e r n a t i v a s ,  não

t e s t a d a s  n e s t e  t r a b a l h o ,  que também pode r i am e x p l i c a r  o

aumento na p r o d uç ã o  de l a c t a t o ,  como um aumento na a t i v i d a d e

da l a c t a t o  d e s i d r o g e n a s e  ou uma i n i b i ç ã o  da a t i v i d a d e  da

p i r u v a t o  d e s i d r o g e n a s e  por  MMA.

A e t a p a  s e g u i n t e  c o n s t i t u i u - s e  na v e r i f i c a ç ã o  da ação

do MMA s o b r e  a p r oduç ã o  de CO a p a r t i r  de g l i c o s e  e a c e t a t o
2

r a d i o a t i v o s ,  c o n s i d e r a n d o - s e  que caso  a i n i b i ç ã o  c a us a d a

pe l o  MMA s o b r e  a s u c c i n a t o  d e s i d r o g e n a s e  f o s s e

s i g n i f i c a t i v a m e n t e  i m p o r t a n t e ,  uma das c o n s e q u ê n c i a s  s e r i a  a

d i m i n u i ç ã o  da f o r ma ç ã o  de CO p e l o  C i c l o  de K r e b s .
2

Quando f o r a m i n c ub a do s  p r i s ma s  de c é r e b r o  de r a t o s  em 

J e j um com g l i c o s e  e a c e t a t o  marcado  na p r e s e n ç a  de MMA, f o i  

v e r i f i c a d a  uma d i m i n u i ç ã o  s i g n i f i c a t i v a  na f o r ma ç ã o  de CO
2

marcado a p a r t i r  dos d o i s  s u b s t r a t o s ,  mas com um e f e i t o  ma i s

ma r c a n t e  a p a r t i r  de a c e t a t o .  E s s a  o b s e r v a ç ã o  r e f o r ç a  a

h i p ó t e s e  de que o MMA p r o v o c a  uma i n i b i ç ã o  do C i c l o  de K r e bs

e e s t á  de a c o r d o  com os dados o b t i d o s  a n t e r i o r m e n t e .  Em

o u t r a s  p a l a v r a s ,  uma p a r c e l a  ma i o r  do p i r u v a t o  é c o n v e r t i d a

a l a c t a t o ,  não sendo o x i d a d a  no C i c l o  de K r e b s .

0 p r o p i o n a t o ,  quando i ncubado  em um meio c o n t e n d o

g l i c o s e  mar cada  não t e v e  e f e i t o  s o b r e  a f o r mação  de CO a
2

p a r t i r  d e s t e  compos t o ,  c o n f i r m a n d o  os dados a n t e r i o r e s ,  mas 

quando a c e t a t o  mar cado  f o i  a d i c i o n a d o  ao meio de i n c u b a ç ã o ,

A i m p o r t a n t e  i n i b i ç ã o  na a t i v i d a d e  da s u c c i n a t o
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houve uma d i m i n u i ç ã o  s i g n i f i c a t i v a  na f o r mação  de CO por
2

p r i s mas  de c é r e b r o  de r a t o s  em j e j u m .  0 mesmo f o i  o b s e r v a d o

nos e x p e r i m e n t o s  de P a t e l  e t  a l .  ( 19 7 6 )  quando i n cuba r a m

c é r e b r o  de r a t o s  de 7 d i a s  de v i d a  a l i m e n t a d o s  em um meio

cont endo  PA e a c e t a t o  ma r c a d o .  Uma vez que a c e t a t o  e PA 

u t i l i z a m  o mesmo s i s t e m a  de t r a n s p o r t e  de membranas 

( c a r r e a d o r  de á c i d o s  mo n o c a r b o x í I  i c o s ) ,  a i n i b i ç ã o  da 

e n t r a d a  de a c e t a t o  mar cado  nas c é l u l a s  n e r v o s a s  pe l o  PA por  

c o mpe t i ç ã o  p o d e r i a  e x p l i c a r  os n í v e i s  ma i s  b a i x o s  de CO
2

marcado f ormado p e l o s  p r i s ma s  de c é r e b r o .  Uma o u t r a

p o s s i b i l i d a d e  s e r i a  a f o r ma ç ã o  de PCoA a p a r t i r  de PA,

r e duz i ndo  a s s i m a d i s p o n i b i l i d a d e  de coenz i ma  A pa r a  a 

s í n t e s e  de a c e t i l - C o A  a p a r t i r  de a c e t a t o .  É b a s t a n t e

p r o v á v e l  que t a l  f a t o  não o c o r r a  com o MMA, p o i s  não há

nenhuma e v i d ê n c i a  na l i t e r a t u r a  demons t r ando  a t r a n s f o r m a ç ã o  

de MMA em MMCoA em s e r e s  v i v o s .

Os dados a t é  aqui  d i s c u t i d o s  pe r mi t em c o n c l u i r  que o

MMA possu i  um e f e i t o  i n i b i t ó r i o  s ob r e  a enzi ma s u c c i n a t o  

d e s i d r o g e n a s e , d i m i n u i n d o ,  p o r t a n t o ,  a v e l o c i d a d e  do C i c l o  

de K r e b s ,  a f e t a n d o  I n d i r e t a m e n t e  a o x i d a ç ã o  t o t a l  da g l i c o s e  

e aumentando sua c a p t a ç ã o .  J á  o PA p o d e r i a  c o m p e t i r  com

o u t r o s  á c i d o s  m o n o c a r b o x í I  i c o s  como o a c e t a t o  e o l a c t a t o ,

p e l a  e n t r a d a  no n e u r ô n i o  ou a l t e r n a t i v a m e n t e  r e d u z i r  a

d i s p o n i b i l i d a d e  de coenz i ma  A, a f e t a n d o  a p r oduçã o  de 

e n e r g i a  a p a r t i r  d a q u e l e s  c ompos t os .  Ambos os e f e i t o s

poder i am t e r  s é r i a s  c o n s e q u ê n c i a s  s obr e  a p r oduçã o  de 

e n e r g i a  pa r a  a c é l u l a  n e r v o s a .
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es t udo  do e f e i t o  dos m e t a b ó l l t o s ,  MMA e PA,  s o b r e  a

b i o s s í n t e s e  de l i p í d i o s  c e r e b r a i s  a p a r t i r  de g l i c o s e  ou 

a c e t a t o  em c é r e b r o  de r a t o s  em j e j u m.

O PA não t e v e  e f e i t o  s o b r e  a s í n t e s e  de l i p í d i o s  quando 

g l i c o s e  marcada  f o i  a d i c i o n a d a  ao meio de i n c u b a ç ã o ,  mas o

mesmo não o c o r r e u  quando o composto r a d i o a t i v o  f o i  o

a c e t a t o .  P r o v a v e l m e n t e  pur  um e f e i t o  de c o mp e t i ç ã o  com o

a c e t a t o  pe l o  c a r r e a d o r  de membrana o PA i n i b e  a s í n t e s e  de

l i p í d i o s  a p a r t i r  d e s t e  composto no c é r e b r o  de r a t o s  em

j e j u m.  E s t e s  r e s u l t a d o s  c o n f i r ma m os de P a t e l  e t  a l .  ( 1976 )  

com c é r e b r o  de r a t o s  de 7 d i a s  de v i d a  quando i ncubados  com 

PA e a c e t a t o  ma r c a do .

O MMA, a d i c i o n a d o  ao mel o de i n c u b a ç ã o ,  por  o u t r o  l a do ,  

provocou  a r e duçã o  da s í n t e s e  de l i p í d i o s  t o t a i s  a p a r t i r  de 

a c e t a t o  por  c é r e b r o  de r a t o s  em j e j u m.

A i n i b i ç ã o  da b i o s s í n t e s e  de l i p í d i o s  por  MMA no

c é r e b r o  de r a t o s  a p a r t i r  de a c e t a t o  marcado o b s e r v a d a  no

p r e s e n t e  t r a b a l h o  não f o i  v e r i f i c a d a  por  P a t e l  e t  a l .  ( 1 9 7 6 )

com c é r e b r o  de r a t o s  de 7 d i a s  de v i d a  a l i m e n t a d o s .

E n t r e t a n t o ,  v á r i o s  t r a b a l h o s  demons t r a r a m que m e t a b ó l i t o s  

acumul ados  na m e t i l ma I o n i c a c i d e m i a  a f e t a m a s í n t e s e

l i p í d i c a .  Em 197G,  C a r d i n a l e  e t  a l . ,  demons t r a r a m que MMCoA 

i n i b e  a i n c o r p o r a ç ã o  de a c e t i l - C o A  e m a l o n i l - C o A  em á c i d o s  

g r axos  de f í g a d o  de r a t o s  e que MMCoA pode s e r  i n c o r p o r a d a  

nas p o s i ç õ e s  não t e r m i n a i s  dos á c i d o s  g r a xos  r e s u l t a n d o  em 

á c i d o s  g r a xos  s a t u r a d o s  e r a m i f i c a d o s .  F r e n k e l  e t  a l .  ( 1 9 7 3 )  

demons t r a r am que MMCoA i n i b e  a a c e t i l - C o A  c a r b o x i l a s e  e a

0 p r ó x i mo  p a s s o  na i n v e s t i g a ç ã o  f o i  d i r i g i d o  p a r a  o
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á c i d o  gr axo s i n t a s e  de f í g a d o  e t e c i d o  n e r v o s o  de r a t o s  e

mai s  t a r d e  Wah l e  e t  a l .  ( 1 9 8 4 )  v e r i f i c a r a m  a i n i b i ç ã o  da

á c i d o  gr axo  s i n t a s e  por  MMCoA em g l â n d u l a  mamár i a  de 

b o v i n o s .  P o r t a n t o ,  é p o s s í v e l  que r e s u l t a d o s  p r e s e n t e s ,  

demons t r ando  um e f e i t o  i n i b i t ó r i o  e v i d e n t e  do MMA s o b r e  a 

s í n t e s e  de l i p í d i o s  c e r e b r a i s ,  possam s e r  e x p l i c a d o s  em 

t e rmos  de e f e i t o s  a n á l o g o s  do MMA aos da MMCoA d e s c r i t o s  

a n t e r i o r m e n t e .  é p o s s í v e l  que o u t r o s  f a t o r e s  s e j am

r e s p o n s á v e i s  p e l a  r e duç ã o  da s í n t e s e  l i p í d i c a  p r o v o c a d a  pe l o  

MMA, t a i s  como i n i b i ç ã o  do t r a n s p o r t e  de c i t r a t o  a t r a v é s  da 

m i t o c ô n d r i a  por  c o m p e t i ç ã o  com MMA, d i m i n u i ç ã o  na f o r ma ç ã o

de c i t r a t o  e d i s p o n i b i l i d a d e  r e d u z i d a  de ATP d e v i d a  ao

b l o q u e i o  no C i c l o  de K r e bs  p r o v o c a d o  pe l o  MMA, pa r a  a 

produção  de á c i d o s  g r a x o s .

A d i m i n u i ç ã o  da s í n t e s e  de l i p í d i o s  c e r e b r a i s  p e l o  MMA 

pode e s t a r  i n t e r f e r i n d o  com o p r o c e s s o  de m i e I I n I z a ç ã o , que 

i n i c i a ,  no r a t o ,  e n t r e  os 10 e 15 d i a s  de v i d a  ( N o r t o n  e

P o d u s l o ,  1973 ) .  Como, na c r i a n ç a ,  e s t e  p r o c e s s o  o c o r r e  a t é  

ap r ox i madament e  os 8 anos  de i d a d e ,  um aumento c o n s i d e r á v e l  

dos m e t a b ó l i t o s  a cumu l a dos  na met i  I m a l o n i c a c i d e m i a  d u r a n t e

e s t e  p e r í o d o  p o d e r i a  e s t a r  p r e j u d i c a n d o  d e t e r m i n a d a s

f u n ç õ e s  c e r e b r a i s .

Du r a n t e  o p e r í o d o  de amamentação os r a t o s  r ecebem

grande  q u a n t i d a d e  de l i p í d i o s  do l e i t e  ma t e r n o ,  os q u a i s  são 

o x i d a do s  a c o r po s  c e t ô n i c o s  aumentando a s s i m a c e t o n e m i a .  A 

gr ande  d I s p o n i b I I I d a d e  de c o r p o s  c e t ô n i c o s  pa r a  o c é r e b r o  do 

r a t o ,  como c o m b u s t í v e l  e n e r g é t i c o ,  ge r a  uma ma i o r
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c a p a c i d a d e  do c é r e b r o  dos a n i m a i s  em d e s e n v o l v i m e n t o  pa ra  

m e t a b o l i z a r  e s t e s  s u b s t r a t o s  quando comparado com o c é r e b r o  

de a n i ma i s  a d u l t o s  ( h a w k i n s  e t  a l . ,  1971;  I t o h  e Q u a s t e l ,  

1970) .

0 e s t udo  da i n f l u ê n c i a  do MMA e do PA s o b r e  a c a p t a ç ã o  

e o x i d a ç ã o  dos c o r p o s  c e t ô n i c o s  p e l o  c é r e b r o  de r a t o s  de 15 

d i a s  de v i d a ,  que u t i l i z a m  i g u a l m e n t e  g l i c o s e  e c o r p o s  

c e t ô n i c o s  pa r a  o seu m e t a b o l i s m o ,  t o r n a - s e ,  p o r t a n t o ,  

i mp o r t a n t e  .

0 MMA quando a d i c i o n a d o  ao meio de i n c u b a ç ã o  con t e ndo  

p r i s ma s  de c é r e b r o  de r a t o ,  não p r ov oc ou  e f e i t o  s o b r e  a 

c a p t a ç ã o  de a c e t o a c e t a t o , enquan t o  o e f e i t o  do PA f o i  

e v i d e n t e ,  i n i b i n d o  a u t i l i z a ç ã o  d e s t e  s u b s t r a t o .  J á  que PA e 

co r pos  c e t ô n i c o s  u t i l i z a m  o mesmo s i s t e m a  de t r a n s p o r t e  p e l o  

membrana c e l u l a r ,  é p r o v á v e l  que a r edução  na i n c o r p o r a ç ã o  

do a c e t o a c e t a t o  s e j a  d e v i d a  à c o m p e t i ç ã o  e n t r e  a c e t o a c e t a t o  

e PA pe l o  mesmo c a r r e a d o r  de membrana ( S t e e l e ,  1986 ) .  Por  

o u t r o  l ado ,  a f a l t a  de ação do MMA s o b r e  a u t l i l i z a ç ã o  des s e  

s u b s t r a t o  r e f o r ç a  o c o n c e i t o  de que o MMA não u t i I  i za  o

c a r r e a d o r  de membrana pa r a  á c i d o s  mo n o c a r b o x í l  i c o s .

j á  a c a p t a ç ã o  de b e t a - h I d r o x i b u t i r a t o  d i m i n u i  

s i g n i f i c a t i v a m e n t e  d e v i d o  à p r e s e n ç a  do MMA e do PA

a d i c i o n a d o s  ao meio de i n c u b a ç ã o .  A i n i b i ç ã o  na c a p t a ç ã o  de

b e t a - h i d r o x I b u t i r a t o  p e l o  MMA não é d e v i d a  à c o mp e t i ç ã o  p e l o

c a r r e a d o r  de membrana,  uma vez que os d o i s  á c i d o s  possuem 

s i s t e m a s  de t r a n s p o r t e  d i f e r e n t e s .

Uma e x p l i c a ç ã o  pa r a  t a l  a chado  pode e s t a r  r e l a c i o n a d a  

com uma t a x a  r e d u z i d a  de u t i l i z a ç ã o  do b e t a - h I  d r o x i b u t i r a t o
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p e l o  c é r e b r o  pa r a  suas  n e c e s s i d a d e s  m e t a b ó l i c a s .  P a t e l  e t

a l .  ( 1 9 7 6 ) ,  i ncubando  c é r e b r o  de r a t o s  de 7 d i a s  de v i d a  com

b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  marcado e MMA o b s e r v a r a m  uma

c o n s i d e r á v e l  d i m i n u i ç ã o  na f o r ma ç ã o  de t C3CO , o mesmo não
2

oc o r r e ndo  quando o composto mar cado  f o i  o a c e t o a c e t a t o . Os

p e s q u i s a d o r e s  s u g e r i r a m  que p o d e r i a  e s t a r  havendo uma

i n i b i ç ã o  na c o n v e r s ã o  de b e t a - h I  d r o x I b u t i r a t o  a a c e t o a c e t a t o

d i mi nu i nd o  a s s i m  sua o x i d a ç ã o  a t é  CO . A h i p ó t e s e  não pode
2

s e r  c o n f i r m a d a  p o i s  os a u t o r e s  não e s t u d a r a m  o me t a b o l i s mo  

do b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  no c é r e b r o  d e s t e s  a n i m a i s .

Um e f e i t o  i n i b i t ó r i o  do MMA s o b r e  a enz i ma b e t a -

h i d r o x i b u t i r a t o  d e s i d r o g e n a s e  f o i  d e t e c t a d o  em p r e p a r a ç ã o  

m i t o c o n d r i a l  de f í g a d o  de por co  e c o r a ç ã o  de r a t o ,  por co  e 

b o i ,  em 1975 por  Tan e t  a l . .  E s t e  achado i n d i c a  que a 

h i p ó t e s e  de P a t e l  e t  a l .  ( 1 9 7 6 )  s o b r e  uma p o s s í v e l  i n i b i ç ã o  

da c o n v e r s ã o  de b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  a a c e t o a c e t a t o  é 

c o r r e t a .  P a r a  v e r i f i c a r ,  e n t r e t a n t o ,  a v e r a c i d a d e  d e s t a  

h i p ó t e s e ,  me d i u-se  a a t i v i d a d e  da b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  

d e s i d r o g e n a s e  na p r e s e n ç a  de MMA ou PA,  em c é r e b r o  e f í g a d o  

de r a t o s .

Quanto à ação  do MMA e PA s o b r e  a enz i ma p r o p r i a m e n t e  

d i t a ,  f o i  o b s e r v a d o  que,  por  um l a d o ,  o PA não i n i b e  a

enzima em nenhum dos d o i s  ó r g ã o s ,  mas o mesmo não o c o r r e  com 

o MMA. E s t e  ú l t i m o ,  quando a d i c i o n a d o  ao me i o  de i n c u b a ç ã o ,  

i n i b e  s i g n i f i c a t i v a m e n t e  a a t i v i d a d e  da b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  

d e s i d r o g e n a s e  de c é r e b r o  e f í g a d o  de r a t o s  em j e j u m .  Quando

a d m i n i s t r a d o  aos a n i m a i s ,  o e f e i t o  i n i b i t ó r i o  do MMA s o b r e  a
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enzima f o i  c o n f i r m a d o  t a n t o  no c é r e b r o  como no f í g a d o .  

P o r t a n t o ,  demonst ramos  p e l a  p r i m e i r a  vez uma I n i b i ç ã o  In 

v i t r o  e in v i v o  da enzima b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  d e s i d r o g e n a s e  

de c é r e b r o  de r a t o s  c a us a d a  pe l o  p r i n c i p a l  m e t a b ó l i t o  que se 

acumul a  na m e t i I  ma I o n i c a c i d e m i a .

0 próximo passo  da I n v e s t i g a ç ã o  f o i  d e t e r m i n a r  o t i p o  

de i n i b i ç ã o  causado  pe l o  MMA.

V e r i f i c o u - s e  que a i n i b i ç ã o  da b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  

d e s i d r o g e n a s e  pe l o  MMA é do t i p o  c o m p e t i t i v o  em ambos os 

ór gãos  a n a l i s a d o s ,  o que e s t á  de a c o r do  com os dados  de Tan 

e t  a i .  ( 1975 )  que também demons t r a r a m que o MMA i n i b e  

c o m p e t i t i v ã m e n t e  a b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  d e s I d r o g e n a s e  de 

f í g a d o  de por co  e c o r a ç ã o  de r a t o ,  por co  e b o i .  O Km 

e n c o n t r a d o  pa ra  a b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  d e s i d r o g e n a s e  de 

c é r e b r o  ( 1,26mM)  e s t á  de a c o r do  com o v e r i f i c a d o  por  

B ú n a v i d e s  e t  a i .  ( 19 7 6 )  pa r a  o mesmo ó r g ã o ,  1,20mM. E s t a  

i n i b i ç ã o  ca us a da  pe l o  MMA e x p l i c a ,  p o r t a n t o ,  a d i m i n u i ç ã o  

da c a p t a ç ã o  de b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  p e l o  c é r e b r o  na p r e s e n ç a  

de MMA. A i n i b i ç ã o  da enzi ma h e p á t i c a  e x p l i c a  os n í v e i s  ma i s  

ba i x o s  de b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  no sangue dos mesmos a n i m a i s  

t r a t a d o s  com MMA. T a i s  a chados  e s t ã o  de a c o r do  com os 

e s t u d o s  de K o l v r a a  e t  a i .  ( 198G )  que o b s e r v a r a m  que d u r a n t e  

as c r i s e s ,  em p a c i e n t e s  com met i  Ima I o n i c a c i d e m i a  os n í v e i s  

e l e v a d o s  de c o r po s  c e t ô n i c o s  d e c r e s c e m s i m u l t a n e a m e n t e  com o 

aumento dos n í v e i s  de MMA, s u g e r i n d o  p o r t a n t o ,  uma i n i b i ç ã o  

da b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  des I d r o g e na s e  h e p á t i c a  p e l o  

met abó l  i t o .

Out ro  dado r e l e v a n t e  no t r a b a l h o  f o i  a q u a n t i d a d e  de
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a c e t o a c e t a t o  e b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  c a p t a d a  pe l o  c é r e b r o .  

Ambos os c o r p o s  c e t ô n l c o s  f o r am i g u a l me n t e  I n c o r p o r a d o s ,  

demons t r ando  que o c é r e b r o ,  na a u s ê n c i a  da b a r r e i r a  

h e ma t o e n c e f á l  i c a  que se perde  na p r e p a r a ç ã o  dos p r i s m a s ,  não 

possu i  p r e f e r ê n c i a  por  q u a l q u e r  d e s t e s  s u b s t r a t o s .  W i e n e r  e t  

a l .  ( 1971 )  e P e a r s o n  e t  a l .  ( 19 7 2 )  mo s t r a r a m que o 

a c e t o a c e t a t o  e n t r a  ma i s  l i v r e m e n t e  no c é r e b r o  i n t a c t o ,  i s t o  

é,  com a b a r r e i r a ,  do que o b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o . Como i s t o  

não o c o r r e u  no p r e s e n t e  t r a b a l h o ,  é p o s s í v e l  que a t a x a  de 

e x t r a ç ã o  dos c o r p o s  c e t ô n i c o s  do sangue  s e j a  c o n t r o l a d a  p e l a  

b a r r e i r a  h e m a t o e n c e f á l i c a .

E s t e s  a c h a d os  vêm ma i s  uma vez r e f o r ç a r  que o

me t a b o l i s mo  c e r e b r a l  e s t á  p r e j u d i c a d o  na p r e s e n ç a  de MMA ou

PA em r a t o s  de 15 d i a s  de v i d a .  Caso a e x t r a p o l a ç ã o  dos 

dados pa r a  os s e r e s  humanos s e j a  v á l i d a ,  pode-se  d e d u z i r  

que o e f e i t o  d e s t e s  m e t a b ó l i t o s  s o b r e  o me t a b o l i s mo  c e r e b r a l  

em uma f a s e  onde p r edomi na  o d e s e n v o l v i m e n t o  a c e l e r a d o  do 

s i s t e m a  n e r v o s o  c e n t r a l ,  p o s s i v e l m e n t e  pode r á  l e v a r  a g r a v e s  

danos n e u r o l ó g i c o s  como os e n c o n t r a d o s  por  Shuman e t  a l .  

( 1 9 7 8 ) ,  K o r f  e t  a l .  ( 1 9 8 6 ) ,  H e i d e n r e i c h  e t  a l .  ( 1 9 8 8 ) ,  

L i ndenbaum e t  a l .  ( 1 9 8 8 ) ,  de Sousa  e t  a l .  ( 1989 )  e R o o d h o o f t  

e t  a l .  ( 1990)  na m e t i I  ma I o n i c a c i d e m i a  humana.

As c o n c e n t r a ç õ e s  de MMA e n c o n t r a d a s  no sangue  e no 

l í q u i d o  c é f a  I o - r a q u i d i a n o , 2 , 5  mM ( R o s e n b e r g  e F e n t o n ,  1989)  

e no c é r e b r o  p ó s - mo r t e n ,  ap r ox i madament e  ImM ( P a t e l  e t  a l . ,  

1976)  dos p a c i e n t e s  com m e t i l m a l o n i c a c i d e m i a  e a

c o n c e n t r a ç ã o  p l a s m á t i c a  de PA,  5,^1 mM, dos p a c i e n t e s  com
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p r o p i o n i c a c I d e m i a  ( R o s e n b e r g  e F e n t o n ,  1989 ) ,  f o r a m,  as 

mesmas u t i l i z a d a s  no p r e s e n t e  e s t udo  e t o da s  p r o d u z i r a m  

al gum e f e i t o  s i g n i f i c a t i v o  s obr e  a c a p t a ç ã o ,  s e j a  por  

c o mp e t i ç ã o  com o c a r r e a d o r  ( P A )  ou não (MMA) ,  ou s o b r e  a 

o x i d a ç ã o  de um I m p o r t a n t e  n u t r i e n t e  e n e r g é t i c o  do c é r e b r o .  

Em v i s t a  d i s t o ,  é p r o v á v e l  que os r e s u l t a d o s  p r e s e n t e s  

possam s e r  r e l e v a n t e s  ao e n t e n d i me n t o  das a l t e r a ç õ e s  

b i o q u í m i c a s  que l evam à d i s f u n ç ã o  n e u r o l ó g i c a  na 

m e t i I  ma I o n i c a c i d e m i a  e também na p r o p i o n i c a c i d e m i a , bem como 

possam c o n t r i b u i r  pa r a  o e n t e n d i me n t o  das a l t e r a ç õ e s  que 

l evam à h i p o g l i c e m i a  na m e t i I  ma I o n i c a c i d e m i a .
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V. CONCLUSOES

1. O MMA aumenta  a c a p t a ç ã o  de g l i c o s e  em c é r e b r o  de 

r a t o s  com 15 d i a s  de v i d a ,  em j e j u m enquan t o  o PA não a f e t a  

a mesma.

2.  Ta n t o  o MMA quan t o  o PA não i n t e r f e r e m  na a t i v i d a d e

das enz i mas  h e x o q u i n a s e ,  f o s f o f r u t o q u i n a s e , p i r u v a t o

q u i n a s e  e gI i c o s e - 6 - f o s f a t o  d e s i d r o g e n a s e  de c é r e b r o  de

r a t o s  com 15 d i a s  de v i d a ,  em j e j u m.

3.  O MMA aumenta  enquan t o  o PA d i mi nu i  a p r odução  de 

l a c t a t o  por  c é r e b r o  de r a t o s  com 15 d i a s  de v i d a ,  em j e j u m .

O MMA i n i b e  c o m p e t i t i v ã m e n t e  a s u c c i n a t o  

d e s i d r o g e n a s e  de c é r e b r o  e f í g a d o  de r a t o s  com 15 d i a s  de 

v i d a ,  em j e j u m ,  e nqua n t o  o PA não e x e r c e  e f e i t o  s o b r e  a 

a t i v i d a d e  d e s t a  e n z i ma .

5.  O MMA d i m i n u i  a p r odução  de CO t a n t o  a p a r t i r  de
2

g l i c o s e  quan t o  de a c e t a t o  por  c é r e b r o  de r a t o s  com 15 d i a s

de v i d a ,  em j e j u m ,  enqua n t o  o PA d i m i n u i  somente a p a r t i r  de

a c e t a t o .

6.  O MMA e o PA d i mi nuem a s í n t e s e  de l i p í d i o s  por

c é r e b r o  de r a t o s  com 15 d i a s  de v i d a ,  em j e j u m.

7.  0 MMA d i m i n u i  a c a p t a ç ã o  de b e t a - h i d r o x i b u t i r a t o  por

c é r e b r o  de r a t o s  com 15 d i a s  de v i d a ,  em j e j u m ,  mas não a de

a c e t o a c e t a t o , e n q u a n t o  o PA d i mi n u i  a c a p t a ç ã o  de ambos

co r pos  c e t ô n  i c o s .
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8. 0 MMA i n i b e  c o m p e t i t i v ã m e n t e  a a t i v i d a d e  da be t a-  

h i d r o x i b u t i r a t o  d e s i d r o g e n a s e  de c é r e b r o  e f í g a d o  de r a t o s  

com 15 d i a s  de v i d a ,  em j e j u m ,  e n qua n t o  o PA não e x e r c e  

e f e i t o  s i g n i f i c a n t e  s o b r e  a a t i v i d a d e  d e s t a  enz i ma .

9.  Os r e s u l t a d o s  e x p o s t o s  n e s t e  t r a b a l h o  pressupõem 

uma r e d u z i d a  o x i d a ç ã o  dos n u t r i e n t e s  e s s e n c i a i s  pa r a  o 

me t a bo l i s mo  e n e r g é t i c o  c e r e b r a l  ( g l i c o s e  e c o r po s  c e t ô n i c o s )  

e d i m i n u i ç ã o  na s í n t e s e  l i p í d i c a  c a u s a d o s  por  MMA ou PA 

d u r a n t e  a f a s e  de d e s e n v o l v i m e n t o  do S i s t e m a  Ne r v o s o  

C e n t r a l ,  o que p o d e r i a  a c a r r e t a r  danos  i r r e p a r á v e i s  a e s t e  

t e c i d o .

142



ABHAJAN I AN, G . K .  ; BLOOM, F . E .  The f o r m a t i o n  of

s y n a p t i c  j u n c t i o n s  in d e v e l o p i n g  r a t  b r a i n :  a

q u a n t i t a t i v e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  s t u d y .  B r a in  £££.*./ 

Amsterdam,  v . B ,  p. 716-726, 1967.

ANDO, T.  e t  a l i .  I s o l a t i o n  and i d e n t i f i c a t i o n  of

m e t h y I c i t r a t e , a ma j o r  m e t a b o l i c  p r o d u c t  of

p r o p i o n a t e  in p a t i e n t s  w i t h  p r o p i o n i c  a c i d e m i a .  

f i i o i j .  Chenn , B a l t i m o r e ,  v . 2 4 7 ,  p. 2200-2204, 1972.

AR I NZE ,  I . J . ;  WATERS,  D . ;  DONALDSO.N, M.K.  E f f e c t  Of

m e t h y l m a l o n i c  a c i d  on g l u c o n e o g e n e s i s  in i s o l a t e d  

r a t  and g u i n e a - p i g  h e p a t o c y t e s .  f i in r t iM L .  , London,  

V . 1 8 4 ,  p. 7 1 7 - 7 1 9 ,  1 9 7 9 .

AR I Z ME N D I , C.  ; MEDINA,  J . M .  L a c t a t e  as an o x i d i z a b l e  

s u b s t r a t e  f o r  r a t  b r a i n  In v i t r o  d u r i n g  de p e r i n a t a l  

p e r i o d ,  B io c jie rru  j^ ,  London,  v . 2 1 4 ,  p. 633-635,

1983.

B A I L E Y ,  L . B .  e t  a l .  S t r e p t o z o t o c i n - i n d u c e d  d i a b e t e s  

i s  not  a model  f o r  m e t h y l m a l o n i c  a c i d e m i a .  

i n h e r i t e d  Metab^. D i s ^ , L a n c a s t e r ,  v . 1 2 ,  p. 429-435 , 

1 989 .

BARNES,  L . A . ;  YOUNG, D . G . ;  NOCHO, R.  M e t h y I m a I o n a t e

e x c r e t i o n  in v i t a m i n  B d e f i c i e n c y .  S c i£ n c £ ,
12

Wa s h i ng t o n  DC, v . 1 4 0 ,  p. 76-77 , 1963.



BEADLE,  G.W.  ; TATUM, E . L .  G e n e t i c  c o n t r o l  of  

b i o c h e m i c a l  r e a c t i o n s  in N e u r o s p o r a .  E ia a * .  Nat*. 

AaaAj. S a i j .  USA, Wa s h i n g t o n  DC, v . 2 7 ,  p.  499-5 03 ,

1 941 .

BEAUDET,  A . L . e t  a l .  G e n e t i c s  and b i o c h e m i s t r y  of  

v a r i a n t  human p h e n o t u p e s .  I n :  S C R I V E R ,  C . R .  e t

a I . ,  e ds .  I A A  m e ta b o lic  b a s is  a± i a A A l i i a A  

A ise a ae^ . B .  ed.  New Y o r k :  M c G r a w - H i l l ,  1989. p. 3­

5 3 .

BENAVI DES ,  J .  e t  a l .  E f f e c t  of  p h e n y l a l a n i n e  

m e t a b o l i t e s  on t he  a c t i v i t i e s  of  enzymes of  k e t o n e -  

body u t i l i z a t i o n  in b r a i n  of  s u c k l i n g  r a t s .  B ioaAattlj. 

J*. , London,  v . 1 6 0 ,  p. 217-222, 1976.

BENSON, P . F .  ; FENSOM, A . H . G e n e t ic  b io c h e m ic a l  

A iSO iAAAS.i. O x f o r d :  Oxford  U n i v e r s i t y  P r e s s ,  1985. 

692 P.

BHATT,  H . R .  ; L I NNE L ,  J . C .  I n d u c t i o n  of  m e t h y l m a l o n i c  

a c i d u r i a  w i t h  s t r e p t o z o t o c i n : a p o s s i b l e

e x p e r i m e n t a l  model  f o r  t he  s t u d y  of  m e t h y l m a l o n i c  

a c i d a e m i a .  1  i n  h e l i t e  A Me tab.*. D is*_, L a n c a s t e r ,  v . 6 ,  

p. 119-120, 1983.

B L I S S ,  C . l .  S i a l i S l i A A  iA  A iA lA A i^  S i a l i S l i a a l  B ia iA aA S  

± A i l a s a a ia A  in  ±Aa A A iA ia i  SC iaAAAS.t. New Y o r k :  

McGr aw-Hi I  I , 1967. v . 1 .

BREM ER, T . ; BREM ER, J .  P r o p i o n y I c a r n i t i n e . 

P h y s i o l o g i c a l  v a r i a t i o n s  In v i v o .  B io ch im * . B I o a A I s *. 

A l i a ,  Amsterdam,  v .1 5 2 , p. 559-567 , 1968.

144



BOOTH, R . F . G . ;  PATEL ,  T . B . ;  CLARK,  J . B .  The

d e v e l o p me n t  of  enzymes of  ene r gy  m e t a b o l i s m  in t he

b r a i n  of  a p r e c o c i a l  ( g u i n e a  p i g )  and n o n - p r e c o c I  a I 

( r a t )  s p e c i e s .  J L  Neu£oc.h erru, New Y o r k ,  v.3*1, p.  17­

25 , 1980.

BRADFORD,  H . F .  £ Ù ÊÜ ]i£ â l ££££0 bj.0 i£31j_ â£  i l l l£ £ £ Ji£ :L L û Jl 

to  fl.eu.£££.]iêo]i£t£iJ . New Y o r k :  W. F .  F r eeman and

Company,  1986. 507 p.

BRASS ,  E . P .  e t  a l .  E f f e c t  of  h yd r o x y c oba I  ami nCc-  

l a c t a m l  on p r o p i o n a t e  and c a r n i t i n e  m e t a b o l i s m  in 

t he  r a t .  8j_oçh errn J ^ ,  London,  v . 2 6 6 ,  p. 809-815,

1990.

CARDI NALE ,  6 . J .  e t  a l .  E x p e r i m e n t a l  v i t a m i n  B
12

coenzyme l e v e l s  and on t he  m e t a b o l i s m  of

me th y l ma I on y I -Co A . A ££ iu  f i iü û ù iâ A ,  D u l u t h ,

MN, V . 1 3 1 ,  p .  9 2 - 9 9 ,  1 9 6 9 .

CARDI NALE ,  G . J . ;  CARTY,  T . J . ;  ABE L E S ,  R . H .  E f f e c t  Of

m e t h y I m a I o n y I  coenzyme A, a m e t a b o l i t e  wh i c h

a c c u m u l a t e s  in v i t a m i n  B d e f i c i e n c y ,  on f a t t y  a c i d
12

s y n t h e s i s .  BiLfiQL., B a l t i m o r e ,  v . 2 4 5 ,  p.

3771-3775, 197D.

CHALMERS,  R . A . e t  a l .  S c r e e n i n g  f o r  o r g a n i c  a c i d u r i a s  

and amino a c i d o p a t h i e s  in newborns  and c h i l d r e n .  J j .  

in i i e £ i t e d  Metab^. D is ^ ,  L a n c a s t e r ,  v . 3,  p.  27-4*1,

1980.

1 4 5



CHALMERS,  R . A . ; LAWSON, A.M.  O ra a n i£  a £ i£ a  ±H IM iU

A n a i i t i c a i  c J i e m is t r i x b io c h e m is t r .1  and d ia g n o s is  o f  

th e  o r £ a n ic  a c id u £ ia s^ _  London:  Chapman & H a l l ,  1982. 

523 p.

CHEMA-DADHLI , S . ;  LEZNOFF,  C . C . ;  HALPER I N ,  M . L .  E f f e c t  

of  2 - m e t h y I c i t r a t e  on c i t r a t e  m e t a b o l i s m :  

i m p l i c a t i o n s  f o r  t he  management  of  p a t i e n t s  w i t h  

p r o p i o n i c  a c i d e m i a  and m e t h y l m a l o n i c  a c i d u r i a .  

E e c l ia i£ J. E f iS j., B a l t i m o r e ,  v . 9 ,  p. 905-908, 1975. 

CLARKE,  D . D . ;  LAJ THA,  A . L . ;  MAKER,  H . S .  I n t e r m e d i a r y  

m e t a b o l i s m .  I n :  S I E G E L ,  G. e t  a l . ,  eds .  B a s is ,

neusfic  lie m is t  ££__ M n iacn ia i-L . C £ i iu ia £  and f f le d ic a i

a sn e c ts^ . 4 ed.  New Y o r k :  Raven P r e s s ,  1989. p. 541 ­

564 .

COTMAN, C. W.  ; PETERSON,  C. Ag i ng in t he  n e r v o u s  

s y s t e m.  I n :  S I E G E L ,  G. e t  a l . ,  eds .  B a s in

na u£o c h e m is is i^  M o ie c a ia £ J. c e i i u i a £  an a  m a n in a l

a a n e s ia ^  4 ed.  New Y o r k :  Raven P r e s s ,  1989. p. 523 ­

5 4 0 .

COUDE,  F . X . ;  SWEETMAN,  L . ;  NYHAN, W. L .  I n h i b i t i o n  by 

P r o p i o n y I - c o e n z y m e  A of  N - a c e t y I g I u t a m a t e  s y n t h e t a s e  

in r a t  l i v e r  m i t o c h o n d r i a ,  £ i i n ^  i n a a a t j . ,

New Y o r k ,  V . 6 4 ,  p. 1544-1551, 1979.

CRAGG, B . G .  The d e v e l o p me n t a l  of  c o r t i c a l  s y n a p s e s  

d u r i n g  s t a r v a t i o n  in the  r a t .  B n a in »  Eynsham,  v . 9 5 ,  

p.  143-50, 1972.

146



CRANE,  S . C .  ; MORGAN, B . L . G .  The e f f e c t  of  a l t e r a t i o n s  

in k e t one  body a v a i l a b i l i t y  on t he  u t i l i z a t i o n  of  

h y d r o x y b u t y r a t e  by d e v e l o p i n g  r a t  b r a i n .  N u ir .^ ,

B e t h e s d a , MD, v . 1 1 3 ,  p. 1063-1072, 1983.

CREMER,  J . E .  N u t r i e n t s  f o r  t he  b r a i n :  p r o b l ems  in

s u p p l y .  E a i l i  tiiiaij. DfiVj., L i m e r i k l ,  v . 5 . ,  p. 117-132,

1981.

CREMER,  J . E .  ; HEATH,  D . F .  The e s t i m a t i o n  of  r a t e s  of  

u t i l i z a t i o n  of  g l u c o s e  and ke t one  bod i e s  in t he  

b r a i n  of  t he  s u k c l i n g  r a t  u s i ng  c o mp a r t me n t a I  

a n a l y s i s  of  i s o t o p i c  d a t a .  fiiiich en K  J.^., London,  

V .  1-12, p. 527-54-1, 1974.

CREMER,  J . E .  e t  a l .  K i n e t i c s  of  b l o o d - b r a i n  b a r r i e r  

t r a n s p o r t  of  p y r u v a t e ,  l a c t a t e  and g l u c o s e  in 

s u c k l i n g ,  w e a n l i n g  and a d u l t  r a t s .  J^. N£urfisHeQj^., 

New Y o r k ,  V . 3 3 ,  p. 4 3 9 - 4 4 5 , . 19 7 9 .

CUEZVA, J . M .  e t  a l .  P r e m a t u r i t y  in t he  r a t .  I .  F u e l s  

and g l u c o n e o g e n i c  enzymes ,  B a s e l ,

V . 37,  p . 88-95 , 1980.

De SOUZA,  C.  e t  a l .  F o c a l  changes  in the  g l o b i  p a l l i d i  

a s s o c i a t e d  w i t h  n e u r o l o g i c a l  d y s f u n c t i o n  in 

m e t h y l m a l o n i c  a c i d a e m i a .  N£it£.fi££jiia t £ i £ a , L o u v a i n ,

V . 2 0 , p . 1 99-201 , 1 9 8 9 .

Di DONATO, S .  e t  a l .  P r op  I o n y I  e a r n i t i n e  e x c r e t i o n  in 

p r o p i o n i c  and m e t h y l m a l o n i c  a c i d u r i a s :  a c a u s e  of  

c a r n i t i n e  d e f i c i e n c y .  £ i in ^  ChiOL. A c t a ,  Amsterdam,  

V . 1 3 9 ,  p . 1 3 - 2 1 ,  1 9 8 4 .

147



DYMZA, H . A . ;  CZAJ KA,  D . M . ;  M I L L E R ,  S . A .  I n f l u e n c e  of

a r t i f i c i a l  d i e t  on w e i g h t  ga i n  and body c o m p o s i t i o n  

of  n e o n a t a l  r a t .  ÊO H r^ , B e t h e s d a ,  MD, v . 8 4 ,

p . 1 0 0 - 1 0 6 ,  1 3 6 4 .

DOBBING,  J .  The i n f l u e n c e  of  e a r l y  n u t r i t i o n  on the

d e v e l o p me n t  and m y e l i n a t i o n  of  t he  b r a i n .  Pr.oc.j.

Rj. LO üda jl, V . 1 5 3 ,  p. 5 0 3 - 5 0 3 ,  1 3 6 4 .

OOBBING,  J .  V u l n e r a b l e  p e r i o d s  in d e v e l o p i n g  b r a i n .

l n : DAVI SON,  A.N.  ; DOBBING,  J . ,  eds .  â f i f i i i Ê í l

ü£M£oçhe m i s t O x f o r d :  B l a c k w e l l ,  1 3 6 8 .  p. 2 8 7 - 3 1 6 .

DOBBING,  J .  ; SANDS,  J .  Q u a n t i t a t i v e  gr owth  and

d e v e l o p i n g  of  human b r a i n .  Arch^. Q is ^  y L i i L , 

London,  V . 4 8 ,  p . 7 5 7 - 7 6 7 ,  1 9 7 3 .

DUTRA,  J . C .  E f e i t o  da a d m in i s i i a s l s  ç r Ô n iç a  de 

I I l Ê i i l t D â lü i lâ iS  US £ S £ lS Ü fí f i i s z ü ã i â i  ££&££ ÍL

çorn£0£tâü!e.íIta. fie £ a t o s  a d u lto s  su b m e tid o s  a t e s t e s  

a v .e£ S i£ o s  e não a v e i s i i f i S j .  P o r t o  A l e g r e ,  1 3 8 7 .  1 0 2

p. D i s s e r t a ç ã o  ( M e s t r a d o  em B i o q u í m i c a ) ,  

U n i v e r s i d a d e  F e d e r a l  do r i o  g r ande  do S u l .

DUTRA, J . C .  e t  a l .  E f f e c t  of  p o s t n a t a l  methy l ma  I ona t e  

a d m i n i s t r a t i o n  on a d u l t  r a t  b e h a v i o r ,  iL.  Msdj.

S ifli- :. fiêS-L/ São P a u l o ,  v . 2 4 ,  p. 5 3 5 - 6 0 5 ,  1 3 3 1 .

ESCRI Vf l ,  F . ;  RODRÍ GUEZ,  C . ;  PASCUAL-LEONE , A.M.  

G l y c e m i a ,  k e t o n e mi a  and b r a i n  enzym es of  k e t one  body 

u t i l i z a t i o n  in s u c k l i n g  and a d u l t  r a t s  

u n d e r n o u r i s h e d  f r om i n t r a u t e r i n e  l i f e .  J^. 

MÊM£SSàÊHIj-< New Y o r k ,  V . 4 4 ,  p . 1 3 5 8 - 1 3 6 2 ,  1 3 8 5 .

148



FENSOM, A . H . e t  a l .  E x p e r i e n c e  w i t h  p r e n a t a l  d i a g n o s i s  

of  p r o p i o n i c  a c i d e m i a  and m e t h y l m a l o n i c  a c i d e m i a .  J^. 

i l l l i e i i i l f i i l j .  L a n c a s t e r ,  v . 7 ,  p. 127-128,

1984.

FERNANDEZ,  E .  ; MEDINA,  J . M .  L a c t a t e  u t i l i z a t i o n  by

the  n e o n a t a l  r a t  b r a i n  In v i t r o .  C o m p e t i t i o n  w i t h  

g l u c o s e  and 3 - h y d r o x y b u t y  r a t e . Bifl£Hen].t. London,

V. 234,  p . 489-492, 1986.

FERNANDEZ,  E .  e t  a l .  P o s t n a t a l  h y p o g I y c a e m i a  and

g l u c o n e o g e n e s i s  in t he  newborn r a t .  D e l a y e d  o n s e t  of  

g l u c o n e o g e n e s i s  in p r e m a t u r e l y  d e l i v e r e d  newbor ns .  

fiio ch enK  J ^ ,  London,  v . 2 1 4 ,  p.  525-532 , 1983.

FOLCH,  J .  e t  a l .  A s i m p l e  method f o r  t he  i s o l a t i o n  and 

p u r i f i c a t i o n  of  t o t a l  l i p i d s  f r om an i ma l  t i s s u e s .  

S i f i i jL  B a l t i m o r e ,  v . 2 2 ,  p . 497-509, 1957.

FRENKEL ,  E . P . ;  K I TCHENS ,  R . L . ;  JOHNSTON, J . M .  The

e f f e c t  of  v i t a m i n  B d e p r i v a t i o n  on the  enzymes of
12

f a t t y  a c i d  s y n t h e s i s .  J A E if li.« . CJu&OJjl/ B a l t i m o r e ,  

V . 2 4 8 ,  p .  7 5 4 0 - 7 5 4 6 ,  1 9 7 3 .

GARROD, A . E . i nbor n  e r r o r s  of  m e t a b o l i s m  ( c r o n i a n  

l e c t u r e s ) .  L a jm f i l ,  B o s t o n ,  v . 2 ,  p. 1, 73,  142, 214,

1908.

GERHARDT,  M. e t  a l .  M e t h y l m a l o n i c  a c i d u r i a  p r e s e n t i n g  

in an a d u l t .  vK in h e r it e d .* .  Me t ab^  Dj_s^, L a n c a s t e r ,  

v . 14,  p . 113, 1991.

GLASGOW, A.M.  ; CHASE,  H . P .  E f f e c t  of  p r o p i o n i c  a c i d

on f a t t y  a c i d  o x i d a t i o n  and u r e a g e n e s i s .  E e d la l j : ^  

fies.*., B a l t i m o r e ,  v . 1 0 ,  p.  683-686 , 1976.

149



GOLDBERG,  N . D . ;  PASSONEAU,  J . V . ;  LOWRY,  O.H.  E f f e c t s  

of  changes  in b r a i n  m e t a b o l i s m  on t he  l e v e l s  of

c i t r i c  a c i d  c y c l e  i n t e r m e d i a t e s .  J^. f i i o i^  Chetn^., 

B a l t i m o r e ,  v . 2 4 1 ,  p . 3997-4003, 19BB.

GUTMANN, I .  : WAHLEFELD,  A.W.  L-< + ) - L a c t a t e .

D e t e r m i n a t i o n  w i t h  l a c t a t e  d e h y d r o g e n a s e  and NAD.

In.- BERG MEYER,  H . U . ,  ed.  Methods  of  an z io ia tj_c

a n a i i s i S j .  2 ed.  New Y o r k :  V e r l a g  Chemie We i nhe i m 

Acad.  P r e s s ,  1974. v . 3 ,  p. 1464-1468.

HALPER I N ,  M . L . ;  S C H I L L E R ,  C . M . ;  F R I T Z ,  I . B .  The 

i n h i b i t i o n  by m e t h y l m a l o n i c  a c i d  of  m a l a t e  t r a n s p o r t  

by t he  d i c a r  boxy I a t e  c a r r i e r  in r a t  l i v e r  

m i t o c h o n d r i a .  J j .  G ii i i ju  i a i a a i^ . ,  New Y o r k ,  v . 5 0 ,  p.

2276-2282, 1971 .

HAYASAKA,  K. e t  a l .  C o m p a r i s i o n  of  c y t o s o l i c  and 

m i t o c h o n d r i a l  enzyme a l t e r a t i o n s  in t he  l i v e r s  of

p r o p i o n i c  or  m e t h y l m a l o n i c  a c i d e m i a :  a r e d u c t i o n  of

c i t o c h r o m e  o x i d a s e  a c t i v i t y .  l o j in in  Eüa.,. Madj.,

S e n d a i ,  V . 1 3 7 ,  p. 3 2 9 - 3 3 4 ,  1 9 8 2 .

HAWKINS,  R . A . ;  WI L L I AMSON,  D . H . ;  KREBS ,  H . A .  Ke t one  

body u t i l i z a t i o n  by a d u l t  and s u c k l i n g  r a t  b r a i n  in 

v i t r o .  fliflchetD j. London,  v .1 2 2 , p. 13-18, 1971.

HE INDENREI  CH, R.  e t  a l .  A c u t e  e x t r a p y r a m  I da  I s yndrome 

in m e t h y l m a l o n i c  a c i d e m i a :  " m e t a b o l i c  s t r o k e "

i n v o l v i n g  t he  g l o b u s  p a l l i d u s .  P e d ia t j :^ ,  S t .

L o u i s ,  V . 1 1 3 ,  p. 1 0 2 2 - 1 0 2 7 ,  1 9 8 8 .

1 5 0



HERSCHKOWI TZ , N. I nbo r n  e r r o r s  of  m e t a b o l i s m  a f f e c t i n g  

b r a i n  d e v e l o p m e n t .  I n t r o d u c t i o n .  I n :  COCKBUM, F .  ;

GI TZELMANN,  R . ( eds .  i f ibf l r f i  f ilJlf illf i f i l  fflfiifib fliiSQ j in  

huQiajis^ Lancas t e r . -  MTP P r e s ,  1982. p. 157-160.

HERTZ,  L.  e t  a l .  M e t a b f i ü f i  r f i i f i t i f i f i s J i i f i  between 

f i i f it a m in e ^  f i lu ta m a tf i and GABA i n  tf ie fifin tr. a.1 ne r v f l us  

f i lf ite r ru  New Y o r k :  A l an  R.  L i s s ,  1983. p. 415-430 .

HI LLMAN,  R . E .  ; OTTO, E . F .  I n h i b i t i o n  of  g l y c i n e -  

s e r i n e  i n t e r c o n v e r s i o n  in c u l t u r e d  human f i b r o b l a s t s  

by p r o d u c t s  of  i s o l e u c i n e  c a t a b o l i s m .  Ped ia tr .^ . R e s i (  

B a l t i m o r e ,  v . 8 ,  p. 941-945, 1974.

HOMMES, F . A . ;  E L L E R ,  A . G . ;  TAYLOR,  E . H .  T u r n o v e r  of

t he  f a s t  com ponent of  m y e l i n  and m y e l i n  p r o t e i n  in

e x p e r i m e n t a l  h y p e r p h e n y I  a I a n i n e m i a . R e l e v a n c e  to

t e r m i n a t i o n  of  d i e t a r y  t r e a t m e n t  in human PKU.  J x 

i f i b f i i i t e d j .  Me ta  b̂ . Q ifij./ L a n c a s t e r ,  v . 5 ,  p. 21-27 ,

1982.

ITOH,  T.  ; QUASTEL,  J . H .  A c e t o a c e t a t e  m e t a b o l i s m  in

i n f a n t  and a d u l t  r a t  b r a i n  In v i t r o .  Bififiheoi  ̂ J i (

London,  v . 1 1 6 ,  p. 641-655, 1970.

J ONE S ,  C . T .  BlfifiJlÊtaifiâi dfilfilfififflfiilt fif tiifi f e l f i â  a fi.fi.

f i f i fi fi fi te^ Amsterdam:  E l s e v i e r ,  1982. p. 517-551 .

KOLVRAA,  S .  e t  a l .  E x c r e t i o n  p a t t e r n  of  b r a n c h e d - c h a i n  

amino a c i d  m e t a b o l i t e s  d u r i n g  t he  c o u r s e  of  a c u t e  

i n f e c t i o n s  in a p a t i e n t  w i t h  m e t h y l m a l o n i c  

a c i d a e m i a .  J ^  i f i h f i n i t f i d  Mfi tafi^ L a n c a s t e r ,  v . 3 ,

p. 63-66 , 1980.

151



KORF,  B . ;  WALLMAN,  J . K . ;  L E V Y ( H. B i l a t e r a l  l u c e n c y  of  

t he  g l o b u s  p a l l i d u s  c o m p l i c a t i n g  m e t h y l m a l o n i c  

a c i d e m i a .  ÂHíU  Nê ü I ü I j..- B o s t o n ,  v . 2 0 ,  p. 364-366,

1 386 .

LAND, J . M .  e t  a l .  De v e l o p me n t  of  m i t o c h o n d r i a l  e ne r g y  

m e t a b o l i s m  In r a t  b r a i n .  f iio c Jie iiij. i j . ,  London,  v . 1 6 4 ,  

p. 339-348 , 1977.

LEDLEY ,  F . D .  e t  a l .  B e n i gn  m e t h y l m a l o n i c  a c i d u r i a .

ÊL. E n a i^  J  ̂  Med^ , B o s t o n ,  v . 3 1 1 ,  p. 1015-1018, 1984.

LEONG,  S . F .  : CLARK,  J . B .  R e g i o n a l  enzyme d e v e l o p me n t

in r a t  b r a i n .  Enzymes a s s o c i a t e d  w i t h  g l u c o s e  

u t i l i z a t i o n .  B ifiçüÊtD j. , London,  v . 2 1 8 ,  p. 131-138, 

1984a

LEONG,  S . F .  ; CLARK,  J . B .  R e g i o n a l  enzyme d e v e l o p me n t  

in r a t  b r a i n .  Enzymes of  ene r gy  m e t a b o l i s m .  flificJierD j. 

J j . ,  London,  v . 2 1 8 ,  p. 139-145, 1984b.

LEONG,  S . F .  e t  a l .  E n e r g y  m e t a b o l i s i n g  enzym es in 

b r a i n  r e g i o n s  of  a d u l t  and a g i ng  r a t s .  J ^  

Neurochefflju, New Y o r k ,  v . 37,  p. 1548-1556, 1981.

L E V I N ,  J .  E s t a t í s t i c a  a p l ic a d a  a c i ê n c i a s  humanas.

2 ed.  São P a u l o :  H a r p e r  & Row, 1978. 310 p. 

L INDENBAUM,  J .  e t  a l .  Neu r o p s y c h i a t r i c  d i s o r d e r s

caused  by c o b a l a m i n  d e f i c i e n c y  in t he  a bs e nc e  of  

anemi a  or  mac r oc y t o s  i s . L  Ena i^ . i j .  B o s t o n ,

V . 3 1 8 ,  p .  1 7 2 0 - 1 7 2 8 ,  1 9 8 8 .

LOWRY, O.H.  e t  a l .  P r o t e i n  measur ement  w i t h  t he  F o l i n  

Phenol  r e a g e n t .  iL.  B i a i *  CÍLÊBL.. B a l t i m o r e ,  v . 1 9 3 ,  p.  

265-275 , 1951.

152



L U B S ,  H . A .  F r e q u e n c y  o f  g e n e t i c  d i s e a s e .  I n :  L U B S ,

H. A .  ; De La CRUZ,  F . ,  eds .  G e n e t ic  n o u n sea iin ^ ,* . New 

Y o r k :  Raven  P r e s s ,  1977. 502 p.

MacDONNELL,  P . C .  ; GREENGARD,  0.  Enzymes in 

I n t r a c e  I i u i a r  o r g a n e l l e s  of  a d u l t  and d e v e l o p i n g  r a t  

b r a i n .  AnnA^. ß iflcA eßK  ß in n A is * . ,  D u l u t h ,  MD, v . 1 6 3 ,  

p. 644-655 , 1974.

m c k u s i c k , v . a . M f iM e ü ä ü  in n e r i i a n n n  i n  man^ G a in in g s

o i  a u lo s o f f la i a a rn in a n tj. a u io s o m a i r£ C £ S s iv e  an a  Xz 
i i n k e a  nhann tanaa^ . 9 e d . B a l t i m o r e :  J o h ns  Ho p k i n s

U n i v e r s i t y  P r e s s ,  1990.  2028 p.

MEDINA,  J . M . ;  CUEZVA;  J . M . ;  MAYOR, F .  Non- 

g l u c o n e o g e n i c  f a t e  of  l a c t a t e  d u r i n g  t he  e a r l y  

n e o n a t a l  p e r i o d  in t he  r a t .  Enbbs ie i.* . ,  Am sterdam , 

V . 1 1 4 ,  p. 1 3 2 - 1 3 4 ,  1 9 8 0 .

MELLANBY,  J .  ; W I L L I ANSON,  D.H.  A c e t o a c e t a t e . I n :

b e r g m e y e r , H.u.,  ed.  M n iA M s  o f e n im m t in  a n a i ia ia ^ .  

2a .  ed.  New Y o r k :  V e r l a g  Chemie We i nhe i m Acad.  

P r e s s ,  1974. v . 4 , p. 1840-1843.

M I L L E R ,  A . L . e t  a l .  I n t e r a c t i o n s  between g l u c o s e  and 

ke t one  body use by d e v e l o p i n g  b r a i n ,  ß e v ^  f in a in  

Res*., Amste rdam,  v . 4 ,  p. 443-450 , 1982.

NAGY, A . K . ;  SH U STER , T . A . ;  DELGADO' ESCUETA, A . V .  E c t o -  

ATPase  of  mammal i an s y n a p t o s o m e s : i d e n t i f i c a t i o n  and

enzymi c  c h a r a c t e r i z a t i o n .  J*. Eeu inc.he jrij., New Y o r k ,  

V . 47,  p. 976-986 , 1986.

153



NORTON, W . T.  ; PODUSLO,  S . E .  My e I i n i z a t i o n  in r a t  

b r a i n :  cha n g e s  in m y e l i n  c o m p o s i t i o n  d u r i n g  b r a i n

m a t u r a t i o n .  Neu Lochern^., New Y o r k ,  v . 2 1 ,  p. 759­

773, 1973.

OBERHOL Z E R , V . G .  e t  a l .  M e t h y l m a l o n i c  a c i d u r i a .  An

I nbor n  e r r o r  of  m e t a b o l i s m  l e a d i n g  to c h r o n i c  

m e t a b o l i c  a c i d o s i s .  Ar.c.{K Dj_s^ C h i ld ^ ,  London,  v . 4 2 ,  

p. 492-504 , 1967.

OLDENDORF,  W.H.  B l o o d - b r a i n  b a r r i e r  t r a n s p o r t  of

m e t a b o l i c  s u b s t r a t e s .  l n : PASSONEAU,  J . V .  e t  a l . ,

eds .  C £ £ £ b £ â i ff la tâ b fiiism  and n e a r a i  f u n c t i o n ^  

B a l t i m o r e :  W i l l i a m s  & W i l k i n s ,  1980. p. 127-132.

ORLANDO, M. ;  F I OR I , A . ;  COSTA,  M. M e t h y l m a l o n i c

a c i d u r i a  and v i t a m i n  B d e f i c i e n c y  in t he  r a t .
12

N u i l i  Sc_K  V i  t â f f i l J l f l l j . , Bunk y o-ku ,  V . 1 9 ,  p. 383-388 ,

1 973 .

PAGE,  M . A . ;  KREBS ,  H . A . ;  WI LL I AMSON,  D.H.  A c t i v i t i e s

of  enzymes of  k e t o ne - b o dy  u t i l i z a t i o n  in b r a i n  and 

o t h e r  t i s s u e s  of  s u c k l i n g  r a t s .  Blachem.*. J j . ,  London,  

V .121,  p . 49-53 , 1971.

PATEL ,  T . B .  ; CLARK,  J . B .  A c e t o a c e t a t e  m e t a b o l i s m  In

r a t  b r a i n .  De v e l o p me n t  of  a c e t o a c e t y I - c o e n z y m e  A

d e a c y l a s e  and 3 - h y d r o x y - 3- me t hy l g I u t a ry I - coenzyme  A 

s y n t h a s e .  B ia a Jia o ij. iL . ,  London,  v . 1 7 6 ,  p. 951-958,

1 9 7 8 .

154



83. PATEL ,  M . S . ;  OWEN, O . E . ;  RAEFSKY,  C. E f f e c t  of

methy  I ma I o n a t e  in d e v e l o p i n g  r a t  b r a i n .  L i f e  S s i .* ,  

E l m s f o r d ,  v . 1 3 ,  p. 41-48 , 1876.

84.  PATEL ,  T . B . ;  De BUYSERE ,  M . S . ;  OLSON,  M . S .  The

e f f e c t  of  p r o p i o n a t e  on t he  r e g u l a t i o n  of  t he  

p y r u v a t e  d e h y d r o g e n a s e  compl ex in t he  r a t  l i v e r .  

A r.£.iu BiflSliam.«. B i f i f ih iS j . ,  D u l u t h ,  MO, V . 2 2 0 ,  p. 4 0 5 ­

4 1 4 ,  1 9 8 3 .

85.  PEARSON,  B . ;  SETTERGREN,  G . ;  DAHLOUI  S T , G. C e r e b r a l

a r t e r i o v e n o u s  d i f f e r e n c e  of  a c e t o a c e t a t e  and D -b e ta-  

h y d r o x y b u t y r a t e  in c h i l d r e n .  Ac t a  £ e d i s t i l  Sc and.*., 

V . 61,  p. 273-278 , 1972.

86.  ROBAI N,  0.  ; PONSOT,  S .  E f f e c t  of  u n d e r n u t r i t i o n  on

g l i a l  m a t u r a t i o n .  B r a in  fins*., Am sterdam , v . 1 4 9 ,  p. 

379-397 , 1978.

87.  ROSENBERG,  L . E .  ; FENTON,  W.A.  D i s o r d e r s  Of

p r o p i o n a t e  and m e t h y I m a I o n a t e  m e t a b o l i s m .  I n :  

S C R I V E R ,  C . R .  e t  a I . ,  eds .  I £ e  D3e t a £ o i i£  b a s is  f l i  

i n h s u i t e s  d ia n a s e * . New Yo r k :  M c G r a w - H i l l ,  1989. p. 

821-844.

88.  ROODHOOFT, A.M.  e t  a l .  S y m e t r i c a l  n e c r o s i s  of  t he

basa l  g a n g l i a  in m e t h y l m a l o n i c  a c i d a e m i a .  Eun*. J*. 

E n S i a t i^ /  H e i d e l b e r g ,  v . 1 4 9 ,  p. 582-584, 1990.

89.  S E I S J O ,  B . K .  B i a i n  e n n n a i o m ta b n iiM L .  C h i c h e s t e r :

W i l e y ,  1978. 607 p .

1 5 5



SHUMAN, R . M . ;  LEECH,  R , W , ;  SCOTT,  C . R .  The 

n e u r o p a t h o l o g y  of  t he  n o n k e t o t i c  and k e t o t i c  

hy pe r g  l y c i n e m l a s : t h r e e  c a s e s .  R e u r , C l e v e l a n d ,  

V . 28 ,  p. 139-46, 1978.

S NE L L ,  K.  ; WALKER,  D.G.  G l u c o s e  me t a b o l i s m  in t he  

newborn r a t .  aU .  London,  v .1 3 2 , p. 739-752 ,

1 973 .

SOBOTKA,  T . J . ;  COOK, M . P . ;  BRODI E ,  R . E .  N e o n a t a l

m a l n u t r i t i o n  n e u r o c h e m i c a l ,  hormonal  and b e h a v i o r a l  

m a n i f e s t a t i o n s ,  f i i a i n  Raa^., Amsterdam,  v . 6 5 ,  p. 443 ­

457 , 1974.

SOKOLOF E , L.  C i r c u l a t i o n  and e n e r g y  m e t a b o l i s m  of  t he  

b r a i n .  I n :  S I E G E L ,  G . J .  e t  a l . ,  eds .  B a s is .

R&ULQ. ch em is  t i i j .  M o le c u la r .^  c e i i u i a  r. and m e d ic a l

4 ed.  New Y o r k :  Raven P r e s s ,  198S. p. 565 ­

590 .

SO RENSEN , R . G .  ; MAHLER,  H . R .  L o c a l i z a t i o n  of  

endogenous  ATPases  a t  t he  n e r v e  t e r m i n a l .  J j .  

f ii_o e n e r2 ^ SiOQienjb£j., New Y o r k ,  v . 1 4 ,  p. 527-547 , 

1 982 .

SPENCE ,  M.W.  ; WOLFE,  L . S .  G a n g l i o s i d e s  in d e v e l o p i n g  

r a t  b r a i n ,  i s o l a t i o n  and c o m p a r a t i o n  of  s u b - c e l l u l a r  

membranes e n r i c h e d .  C a ru  B ifichatTK , O t t a w a ,  v . 4 5 ,  

p. 671-6 88 , 1967.

S T E E L E ,  R . D .  S l o o d - b r a i n  b a r r i e r  t r a n s p o r t  of  t he  

a l f a - k e t o  a c i d  a n a l o g s  of  amino a c i d s .  Fed j. E if ic ^ ., 

B e t h e s d a , v . 4 5 ,  p. 2060-2064, 1986.

156



STEWART,  P . M.  ; WALSER,  M. F a i l u r e  of  t he  normal  

u r e a g e n i c  r e s p o n s e  to amino a c i d s  in o r g a n i c  a c i d  

l oaded  r a t s .  P r o p o s e d  mechani sm f o r  t he  

h i pe r a mo n e mi a  of  p r o p i o n i c  and m e t h y l m a l o n i c  

a c i d e m i a .  J L  C i i r K  i n v e s t s , New Y o r k ,  v . B B ,  p.  484­

492 , 1980.

STORKE,  0.  e t  a l .  M e t h y l m a l o n i c  a c i d u r i a :  a new i nbor n  

e r r o r  of  m e t a b o l i s m  wh i c h  may cause  f a t a l  a c i d o s i s  

in t he  n e o n a t a l  p e r i o d .  S ta n d s  C l i J l j .  LäJ&j.

in v e s t .* . ,  O x f o r d ,  v . 2 0 ,  p. 313-328, 1967.

SUGIYAMA,  N. e t  a l .  B i o c h e m i c a l  e v i d e n c e  of  c a r n i t i n e  

e f f e c t  on p r o p i o n a t e  e l i m i n a t i o n .  J j .  i f i he n it f id j .  

M e iä& j. Q i2 j_ , L a n c a s t e r ,  v . 7 ,  p. 137-138, 1984.

SWEETMAN,  L .  e t  a l .  P r e n a t a l  d i a g n o s i s  of  p r o p i o n i c  

and m e t h y l m a l o n i c  a c i d a e m i a  by s t a b l e  i s o t o p e  

d i l u t i o n  a n a l y s i s  of  m e t h y l c i t r i c  and m e t h y l m a l o n i c  

a c i d s  in a m n i i o t i c  f l u i d .  I n :  SCHMIDT,  H . L . ;

FORSTEL ,  H . ;  HE I NZ I NGER , K . ,  eds .  S l f ib le  i S f i t f i f i f i S j .  

Am sterdam : E l s e v i e r ,  1982. p. 287-293.

TAN, A. e t  a l .  I n h i b i t i o n  of  D( - ) - 3 - h y d r o x y b u t y r a t e  

d e h y d r o g e n a s e  by m a l o n a t e  a n a l o g e s .  Ij. BififiJiaQ Li. 

B iO .fih .lS j., D u l u t h ,  MD, V . 1 6 6 ,  p. 1 6 4 - 1 7 2 ,  1 9 7 5 .

THORN, M . B .  I n h i b i t i o n  by ma l o n a t e  of  s u c c i n i c  

d e h y d r o g e n a s e  in h e a r t - m u s c l e  p r e p a r a t i o n s .  B if lf iJiM L . 

J j . ,  London,  V . 5 4 ,  p. 540-547 , 1953.

157



TR I NDER ,  P . A .  D e t e r m i n a t i o n  of  b l ood g l u c o s e  u s i n g  on 

o x i d a s e - p e r o x i d a s e  s y s t e m w i t h  a n o n - c a r c i n o g e n i c  

chromogen.  J A G illie . P a t h o l ^ , London,  v . 22,  p. 158­

161, 1969.

UTTER,  M . S .  M e t a b o l i s  r e g u l a t i o n  and enzyme a c t i o n .

E£B£  E L flfij. A b e r d e e n ,  v . 1 9 ,  p. 91-98, 1970.

VANNUCCI ,  R . C .  e t  a l .  L a c t i c  a c i d  as an e ne r g y  s o u r c e

in p e r i n a t a l  b r a i n .  I n :  PASSONEAU,  J . V .  e t  a l . ,  eds .

£ e .r e b ra i m e lâ f if il lf im  â M  n e u r a l  f u n f i t lo r u  B a l t i m o r e :

W i l l i a m  & W i l k i n s ,  1980. p . 264-270.

WAHLE,  K . W . J .  e t  a l .  I n h i b i t i o n  in v i t r o  of  l i p o g e n i c

enzymes f r om b o v i n e  ( B o s  t a u r u s )  mammary t i s s u e  by

methy I ma l ony I - coenzyme  A and coenzyme A. GfitBJL*.

B lo chem ^  P h i s l o l ^ , O x f o r d ,  v . 7 8 ,  p. 93-97 , 1984.

WAJNER,  M. e t  a l .  D i m i n i s h e d  c o n c e n t r a t i o n s  of

g a n g l i o s i d e  N - a c e t y I n e u r a m i n I c  a c i d  <G-NeuAc)  In

c e r e b e l l u m  of  young r a t s  r e c e i v i n g  c h r o n i c

a d m i n i s t r a t i o n  of  m e t h y l m a l o n i c  a c i d .  J A

S ç K . ,  Amsterdam,  v . 8 5 ,  p. 233-238, 1988.

WE IDEMANN, M . J .  ; KREBS ,  H . A . A c c e l e r a t i o n  of

g l u c o n e o g e n e s i s  f r om p r o p i o n a t e  by D L - c a r n i t i n e  in

the  r a t  k i d n e y  c o r t e x .  B lfichern^  1 ,  London,  v . 1 1 1 ,

p. 69-81 , 1969.

WE IDEMANN, M . J .  e t  a l .  G I u c o ne o ge ne s i s f r om p r o p i o n a t e

in k i d n e y  and l i v e r  of  t he  v i t a m i n  B d e f i c i e n t
12

r a t .  B lo c Jie n ij.  J x , London,  v . 1 1 7 ,  p. 177-181, 1970.

158



WI ENER,  R . ;  H I RSCH,  H . J . ;  S P I T Z E R ,  J . J .  C e r e b r a l  

e x t r a c t i o n  of  k e t o n e s  and t h e i r  p e n e t r a t i o n  i n t o  CSF 

in t he  dog.  AGL. E J l i a i o i ^ ,  B e t h e s d a ,  v . 2 2 0 ,  p. 

1542-1546, 1971.

W I L L I AM,  D . L .  e t  a l .  D i e t a r y  d e p l e t i o n  of  v i t a m i n  B
12

and t he  e x c r e t i o n  of  m e t h y l m a l o n i c  a c i d  in t he  r a t .  

B I j . aU  Ca mbr i d ge ,  v . 2 3 ,  p. 343-352, 1969.

WI LL I AMSON,  D.H.  ; MELLANBY,  J . D .  D -(-> -3-

H y d r o x y b u t y r a t e . I n :  BERGMEYER,  H . U . ,  ed.  M £tü££a £ l  

e n z y m a t ic  a n a ia s is * .  2 ed.  New Y o r k :  V e r l a g  Chemie

We i nhe i m Acad .  P r e s s ,  1974. v . 4 ,  p. 1836-1839.

WI L L I ANSON, J . R . ;  ANDERSON, J . ;  BROWNING,  E . T .

I n h i b i t i o n  of  g I u c o n e o g e n e s i s  by b u t i I m a I o n a t e  in

p e r f u s e d  r a t  l i v e r .  J.*. B io l* .  C h.em_*, B a l t i m o r e ,  

V . 2 4 5 ,  p. 1 7 1 7 - 1 7 2 6 ,  1 9 7 0 .

WI N I CK ,  M. N u t r i t i o n  and n e r v e  c e l l  g r o wt h .  Fed.* 

E io c .* ,  B e t h e s d a ,  v . 2 9 ,  p. 1510-1515, 1970.

ZAMENHOF, S . ;  van MARTHENS, E . ;  MARGOL I S , F . L .  DNA 

( c e l l  number )  and p r o t e i n  in n e o n a t a l  b r a i n :

a l t e r a t i o n  by m a t e r n a l  d i e t a r y  p r o t e i n  r e s t r i c t i o n .  

S ££££££, W a s h i n g t o n ,  DC, V . 1 6 0 ,  p. 322-323, 1 9 6 8 .  

Z I V I N ,  J . A . ; SNARR,  J . F .  G l u c o s e  and D ( - ) - 3 -

h y d r o x y b u t y r a t e  up t ak e  by i s o l a t e d  p e r f u s e d  r a t  

b r a i n .  aL.  E iL iS iß - U -  B e t h e s d a ,  MD, v . 3 2 ,  p.

6 6 4 - 6 6 8 ,  1 9 7 2 .

159



ANEXOS



Os s e g u i n t e s  t r a b a l h o s  f o r am p u b l i c a d o s  d u r a n t e  

a r e a l  i z a ção  d e s t a  t e s e  com dados p a r c i a i s . -

1. WAJNER,  M. ;  DUTRA,  J . C . ;  WANNMACHER, C . M. D .  C h e m i c a l l y

i nduced m e t h y l m a l o n i c  a c i d a  em ia f o r  n e u r o c h e m i c a l  and

b e h a v i o u r a l  s t u d i e s  in r a t s .  f i i f iCj .  S jqc.* H a n s * .* .

1 7 :5 7 1 -2 , 1989.

2.  DUTRA, J . C . ;  WAJNER,  M. ;  WANNMACHER, C . F . ;  WANNMACHER,

C. M. D.  Me t hy I  ma I o n a t e  i n c r e a s e s  g l u c o s e  u p t a k e  In

v i t r o  by b r a i n  of  young r a t s .  B lo c * .  Son*. Ira n a * .* . 

1 7 :5 7 2 - 3 , 1989.

3.  DUTRA, J . C . ,  WAJNER,  M. ;  DUTRA~FI  LHO, C . S . ;  WANNMACHER,

C . F . ;  WANNMACHER, C . M. D .  I n f l u e n c e  of  me t hy I  ma I o n a t e

on the  up t ake  of  ke t one  b o d i e s  in v i t r o  by b r a i n  of

young r a t s ,  flin ç * . in n *. Inana.*..,. 1S.-421-2, 1990.

4.  DUTRA, J . C . ;  WAJNER,  M. ;  WANNMACHER, C . F . ,  DUTRA-F I L HO,

C . S . ;  WANNMACHER, C . M. D .  E f f e c t s  of  me t hy I  am I o n a t e  

and p r o p i o n a t e  on up t ake  of  g l u c o s e  and k e t one  b o d i e s  

in v i t r o  by b r a i n  of  d e v e l o p i n g  r a t s .  B inn Jin ü l^  MasL. 

Metan*. f l i o i ^  4 5 :5 6 - 6 4 , 1991.

5.  DUTRA, J . C . ;  WAJNER,  M. ;  WANNMACHER, C . M . D . ;  WANNMACHER,

L . E . ;  P I R E S ,  R . F . ;  R O S A - J r ,  A. E f f e c t  of  p o s t a n a t a l  

methy I  ma I o n a t e  a d m i n i s t r a t i o n  on a d u l t  r a t  b e h a v i o r .  

B lâ l j .  1*. Mad*. B io l* .  Res*.*. £ 4 :5 9 5 - 6 0 5 , 1991.

6.  WAJNER,  M. ;  DUTRA,  J . C . ;  CARDOSO, S . E . ;  WANNMACHER,

C . M . D . ;  MOTTA, E . R .  E f f e c t  of  me t hy I  ma I o n a t e  on in 

v i t r o  l a c t a t e  r e l e a s e  and c a r bon  d i o x i d e  p r o d u c t i o n  

by b r a i n  of  s u c k l i n g  r a t s .  J*_ lnimn.*- M alâü*. D ia*.*. 13/ 

1991, in p r e s s .



629th MEETING, LONDON 571

between these two preparations, in the heterogeneous cere­
bral cortical slice, release of other neurotransmitters could 
be occurring in conjunction with a direct activation of PLC 
by raised intracellular calcium.
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Chemically induced methylmalonic acidaemia for neurochemical and behavioural studies in rats

M. WAJNER, J. C. DUTRA and C. M. D. W ANNM ACHER 
Department o f Biochemistry, Institute o f Biosciences, 
U.F.R.G.S., Porto Rlegre, Brazil

Methylmalonic acidaemia is an inherited disorder of organic 
acid metabolism caused by a deficiency of L-mcthylmaionyl- 
CoA mutase (EC 5.4.99.2) activity. Essentially methyl- 
malonate (MM A) and secondarily other metabolites 
accumulate in tissues of affected individuals. It is manifested 
clinically by acidosis and prominent neurological dysfunc­
tion. Patients usually die early in life. Those who survive 
longer present a variable degree of mental retardation 
(Rosemberg, 1983).

Vitamin B12 deprivation from the diet increases MM A 
excretion in urine and has been used as a chronic experi­
mental model of methylmalonic acidemia (Barnes et a i, 
1963). However, this model causes other metabolic altera­
tions secondary to the blockage of reactions where vitamin 
B12 is the cofactor, and this may interfere in neurochemical 
and behavioural investigation.

We have produced sustained serum levels of MMA in 
Wistar rats comparable to those encountered in human 
methylmalonic acidaemia (1.0-2.5 itim) by injecting sub­
cutaneously buffered MMA, pH 7.2, twice a day with an 
interval of 8 h from the 5th until the 25th day of life. To 
achieve these levels, injections were of increasing concentra­
tions according to age (0.76-1.69 //mol/g body weight). Rats 
were killed by decapitation at 5, 10, 15, 20 and 25 days of 
age, their brains rapidly removed and homogenized. Some 
animals were left undisturbed in their cages until 60 days of 
age, when they were submitted to behavioural sessions. 
MMA was determined in brain homogenates and in plasma 
by the /?-nitroaniline reaction (Giorgio Si Plaut, 1965) and

Abbreviation used: M M A. meihylmalonate.

this was confirmed by gas chromatography. Brain MMA 
levels were in the range of 5.0-35.0 //mol/g wet tissue and 
decreased as age advanced. Thirty minutes after injection 
MMA brain/plasma ratio was 0.16 in 5-day-old rats, 0.09 in 
10-day-old rats and less than 0.02 in rats of 15 or more days 
of age, which indicates a decreasing permeability of the 
blood-brain barrier to MMA. To our knowledge there is no 
data in the literature about brain MMA levels in methyl­
malonic acidaemia. •,

This model allowed us to investigate the specific action of 
MM A on certain neurochemical parameters and also on rat 
behaviour. We observed that the cerebellum of 25-day-old 
MMA-treated rats (experimental group) contained less 
ganglioside /V-acetylncuraminic ‘ acid compared with rats* 
receiving saline (controls) (Table 1). Gangliosides were 
extracted according to Roukema & Heijeman (1970) and 
determined by the method described by Warren (1959). 
Brain DNA, RNA and protein were not affected by chronic 
MMA administration. In addition, we identified a deficit in 
the performance of 60-day-old rats of the experimental 
group in the open field task which was evidenced by a lack of 
habituation (Table 1). At present it is difficult to correlate 
learning deficits with biochemical defects. However, in view 
of previous publications showing that an increase in brain 
ganglioside /V-acetylneuraminic acid is associated with 
improved behavioural performance in the open field 
(Morgan Si Winick, 1980a, b) and in other tasks (Savaki Si 
Levis, 1977), and since gangliosides very probably partici­
pate in neural transmission (Rahmann et «/., 1976), it is 
possible that our results on neurochemical and behavioural 
alterations may be linked.

Barnes, L. R., Young, D. G. & Nocho, R. (1 963) Science 140, 76-77 
Giorgio, A. J. &  Plaut, G. W. E. (1965) J. Lab. Clin. Med. 66, 

667-676
Morgan, B. L. G. & Winick, M. (1 980«) J. Nntr. 1 10, 416-424

Table 1. Effect of chronic postnatal MMA administration on ganglioside cerebellum 
content and on behaviour of rats submitted to the open field task

Significant differences between means of control and experimental group calculated by 
Student’s /-test ( T <  0.05); significant differences between means of lest and training 
rearing responses calculated by /'-test for simple effect (**P<  0.005). Results are 
mean ± s.k.m. (number of rats).

Rearing responses
Cerebellum G-NeuAc — —  --------------------------------

Group (/<g/l00 mg tissue) Training lest

Saline I 19.1 ±20.4(12) 13.31 ±0.63 10.45 ±0.76 (29)**
M M A  102.6 ± 17.3(13)* 1 1.26 ±0.85 I 1.04 ±0.S9 (27)
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Methylmalonate increases glucose uptake in vitro by brain of young rats

J. C. DUTRA, M. W AJNER, C. F. W ANNM ACHER and 
C. M. D. WANNMACHER
Department o f Biochemistry, Institute o f Biosciences, 
U.F.R.G.S., Porto Alegre, Brazil

Methylmalonic acidaemia is an inherited metabolic disorder 
generally associated with severe clinical features. Those who 
survive the first months present a variable degree of mental 
retardation (Rosemberg, 1983). Methylmalonate (MMA) is 
the major metabolite which accumulates in tissues of methyl­
malonic acidaemic patients. To our knowledge, only two 
studies have been done on the effects of MMA on brain 
metabolism (Frenkel et al., 1973; Patel et al., 1976). Since 
glucose is the major substrate that throughout life supports 
the energy requirements of the brain, we studied the effects 
of MMA on glucose Lptake in rat brain in vitro.,

Wistar rats bred in our laboratory were used in this study. 
Free water and a 20% (w/w) protein commercial chow were 
provided. The mother and eight pups were kept per cage. 
Half of the animals were left fasting 24 h before the experi­
ments. The rats were killed by decapitation without 
anaesthesia at 15 days of age, their brains were rapidly 
removed. The olfactory bulbs, cerebellum and pons/medulla 
were, discarded. The rest of the brain (cerebrum) was cut in 
two perpendicular directions with a Mcllwain chopper into 
prisms of 40 pm  width. Brain prisms from fed and fasting 
animals were incubated under 0 2/C02 (19:1) mixture at 
37°C for 30 min in Krebs-Ringer bicarbonate buffer, pH 7.0 
(100 mg of tissue/ml of buffer) containing: glucose 5.0 mM 
and one of the three concentrations of MMA, 1.0, 2.5 and 
5.0 mM. Control experiments did not cpntain MMA in the 
incubation medium. Glucose was measured by the glucose 
oxidase method (Trinder, 1969) and the uptake determined 
by subtracting the amount found after the incubation from 
the total amount placed in the medium.

It can be seen in Table 1 that MM A had no effect on 
glucose incorporation by brain prisms of fed rats, but, sur­
prisingly, it increased glucose uptake by brain prisms of fast-

Abbreviation used: M M A, methylmalonate.

mg rats at levels as low as 1.0 ivim. Further assays revealed 
that MMA doses of 0.5 him also produced such an effect. On 
the other hand, propionate in doses up to 10.0 iiim did not 
affect glucose incorporation (results not shown), ruling out a 
possible non-specific effect due to an acidic component 
added to the incubation medium. Both MM A and propio­
nate in the doses used did not change the buffer pH. It can 
also be seen in the Table that the brains of fasting rats incor­
porated less glucose in the control experiments'(incubation 
medium free from MMA).

In another experiment, we applied three subcutaneous 
injections of buffered MMA, pH 7.2, with an interval of 90 
min between them, to 15-day-old fed and 24 h fasting rats in 
such doses (10.5 mg of MMA/100 g body weight) that the 
animals achieved MMA serum levels of around 2.5 him (con­
centration found in methylmalonic acidaemic patients at 
crises). Control animals received saline in the same volumes. 
Ninety minutes after the last injection animals were decapi­
tated and the brain processed as before, excepting for the 
presence of MM A in the Incubation medium. Again, we 
observed that only brain prisms from fasting rats incorpor­
ated significantly more glucose than the controls: saline- 
treated rats incorporated 19.5 ±3.84 /^mol/h per g (// = 12), 
whereas the experimental group incorporated 23.6 ±2.75 
//mol/h per g (// = 12),73<0.01,'by'thc Student’s /-test, thus 
confirming our results using MM A in the incubation 
medium.

To test whether MMA, an analogue of succinate, inhibits 
the Krebs cycle through the succinate dehydrogenase step, 
deviating glucose degradation to lactate and thus increasing 
its needs, we measured succinate dehydrogenase activity in 
the brains of 24 h fasting fats of 15 days of age in the 
presence of various amounts of M M A (Sorensen & Mahler, 
1982). We found that the acid inhibits the enzyme in a dose- 
rcsponse way (inhibitions were 17.6, 33.8 and 54.9% for 
MM A concentrations of 1.0, 2.5 and 5.0 mM, respectively), 
whereas propionate in concentrations up to 10.0 mM did not 
cause any inhibition. Therefore, it is quite possible that a 
competitive inhibition of succinate dehydrogenase by MMA 
may, at least partly, explain our results on glucose uptake by 
the brains of fasting young rats.

Table I. Effect o f M M A  on glucose incorporation by cerebrum of 15-day-old fed and fasting
rats in vitro

Significant differences compared with controls: *P<  0.001; f/>< 0.01; compared with led 
rats: %P< 0.001. Differences between means of the various groups calculated by A N O V A , 
followed by the Duncan multiple range lest. Results are mean±s.o. (number ol cases) and 
expressed as ^mol of glucose uptake/h per g of brain.

M M A  ( h i m )
Saline ------------

(controls) 1.0 2.5 5.0

Fed rats 26.5 ±4.79 26.7 ±4.71 24.4 ±7.61 24.9 ±7.59
(/i = 7) (// = 7) (// = 7) (n = 7)

24-h fasting rats 20.9 ± 3.34* 32.2 ± 4.36* 27.7 ± 3.76t 29.3 ± 3.84*
( /i = 9 ) ( // = 9) (// = 9) (n = 9)
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Structural similarity but pharmacological heterogeneity among calcitonin gene related peptide 
receptors

STEVEN M. FOORD,* LAURJAN  M A LO N Et and 
ROGER K. CRAIG+
*Medical Molecular Biology Unit,, Middlesex and University 
College School o f Medicine, Cleveland Street, London 
W1P6PN, U.K.

Three forms of calcitonin gene related peptide (CGRP) have 
een discovered so far. a-CGRP (CGRP1) is produced by 
ifferential splicing of the initial transcript of the calcitonin 
ene [1]. /LCGRP (CGRP2) is a similar protein encoded by a 
scond gene [1]. y-CGRP (Amylin) was identified as a major 
omponent of islet amyloid, its origin is unknown [2]. 
nmunohistochemical studies using antisera raised against 
ynthetic CGRP peptides have revealed CGRP-like material 
l discrete areas {of the brain and in extensive networks of 
msory nerves, in particular supplying the vasculature 11, 3|.

Present address: ’ Glaxo Group Research, Grcenford, Middlesex. 
X . and tRoche Pharmaceuticals, Welwyn Garden City, Hertford* 
ire, U.K. and JI.C.I. Pharmaceuticals, Alderlcy Edge, Cheshire, 

| .K .

| Abbreviations used: CGRP, calcitonin gene related peptide; SC, 
[>inal cord; RA , right auricle; SM , skeletal muscle; c, canine; h. 
Liman; SDS/PAGE. SDS/polyacrylamide-gel electrophoresis.

CGRP peptides have activity upon vascular endothelium, 
gastric and pancreatic secretion, muscle cells and skeletal 
muscle [1, 2]. Receptors with a high affinity for a-and /?- 
CGRP have been identified most easily in the central 
nervous system. We have demonstrated that the CGRP 
receptor in the human placenta is a glycoprotein of M x 
260 000 made up of four subunits of M x 62 000-68 000. The 
receptor was purified from plasma membranes after solubili­
zation in Triton-X-100 and sequential lectin and ligand 
affinity chromatography [4]. .

In this study wc have tried to determine whether CGRP 
receptors are the same in different tissues. Wc have examined 
the pharmacology of CGRP receptors in human and canine 
spinal cord (SC), canine right auricle (RA) and human skele­
tal muscle (SM). Furthermore, we have purified the receptor 
from canine SC and RA to homogeneity.

Fig. 1 illustrates the ability of CGRP and related com­
pounds to compete for iodinatcd '.2.5I-a-CGRP in plasma 
membrane preparations. The data demonstrate the speci­
ficity of CGRP receptor binding in each of the tissues, that 
tissues have different affinities for a-CGRP and suggest that 
CGRP receptors differentiate between a-aiul /i-CGRP. Con­
struction of adsorption isotherms and subsequent Scalchard 
analysis demonstrated that the order of affinity of the recep­
tors for l25I-a-CGRP was hSC, 0.83 nM = cSC, 1.16
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Fig. 1. The ability o f a - and fi-CGRP, human and salmon calcitonin to compete fo r 
i : J-a-CGRP binding to plasma membrane preparations o f frozen human and canine

tissues

{a) hSC membranes: •, a-CGRP; o, fi-CGRP, ■, calcitonin. (6) hSM membranes: •, 
a-CGRP; o, /TCGRP. (c) cSC membranes: ■, /i-CGRP; o, a-CGRP; •, salmon calci­
tonin; □, human calcitonin, (d) cRA, symbols as for (c). Data are expressed as 
percentage total binding.
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In fluence of m cthylm alonate on the uptake of ketone bodies in vitro by the brain o f young rats

J. C. DUTRA. M. WAJNER*,.C. S. DUTRA-FILIIO,
C. F. MANNMACHER, and C. M. D. W ANNM ACHER
Department of Biochemistry, Institute of Biosciences, UFRCS, 
90050 Porto Alegre, Brazil

Mcthylmalonate (MMA) is the principal metabolite which 
accumulates in tissucs.of patients affected by methylmalonic 
acidaemia. 'I he disorder is caused by an inherited deficiency 
of L-methylmalonyl-CoA mutase (EC 5.4.99.2) activity and 
is clinically characterized by severe acidosis and neurological 
dysfunction. Those who survive the earliest stages-of the 
disease present a variable degree of mental retardation [1]. 
Since ketone bodies are important substrates for brain 
metabolism in young humans and rats and since their use 
increases after starvation [2], we studied the influence of 
MMA on the uptake of ketone bodies in vitro by the brain of 
fed and fasting rats.

Wistar rats were used in this study. Free water and a 20% 
(w/w) protein chow were provided. A  mother and eight pups 
were kept per cage. Half of the animals were fasted for 30 h 
before the experiments. The rats were killed by decapitation 
without anaesthesia at 15 days of age. The brain was rapidly 
removed, and the olfactory bulbs, cerebellum and pons/ 
medulla were discarded. The rest of brain (cerebrum) was 
cut with a Mcllwain's chopper into prisms of 40 p.m width. 
Brain prisms from fed and fasted animals were incubated 
under a 0 2/C02 (19:1) mixture at 37°C for 30 min in Krebs­
Ringer bicarbonate buffer, pH 7.0 (100 mg of tissue/ml of 
buffer) containing either 2.0 mM-/3-hydroxybutyrate (HBA) 
or 5.0 mM-acetoacetate and one of the three concentrations

Abbreviations used: M M A , methylmalonate; H BA , fi-
hydroxybutyrate; HBDH»- /1-hydroxybutyrnte dehydrogenase.

*To whom correspondence should be addressed.

of MMA (1.0, 2.5 or 5.0 h im ) .  Controls did not contain 
MMA in the incubation medium. HBA and acetoacctatc 
were determined at the beginning and at the end of incuba­
tion bv the methods of Williamson & Mcllanby [3) and 
Mellanby & Williamson [4], respectively. The uptake was 
achieved by subtracting the amounts found after the incuba­
tion from the total amount found* before the incubation. 
MMA in the doses used did not alter the buffer pH.

Table 1 shows that MM A had no influence on aceto­
acetate uptake in brain taken from fed and fasting rats. How­
ever, M M A significantly diminished brain incorporation of 
HBA. the effect being more evident in brain prisms of fasting 
animals.

Since the uptake of HBA, but not of acetoacetate, was 
affected by the presence of MM A in the incubation medium, 
we tested whether /7-hydroxybutyrate dehydrogenase 
(HBDH) activity could be inhibited by MMA. Cerebrum was 
homogenized in a chilled solution of 0.25 M-sucrose (1.0 
ml/g of fresh brain) using a Potter-Elvehjem homogenizer 
for 30 s at 2-4°C. The homogcnates were submitted to three 
cycles of freezing and thawing with liquid nitrogen. The 
HBDH activity was assayed in the preparations according to 
Leong et a i [5] by measuring NADH formation. We found 
that MMA, in doses of 1.0 mM and higher, inhibited signfi- 
cantly HBDH activity in brain of fed and fasting rats. The 
effect was more pronounced in fasting animals. Percentages 
of inhibition relatively to controls (homogenates incubated 
without M M A) with M M A concentrations of 1.0 him, 2.5 
mM and 5.0 mM were respectively 12, 17 and 19% for brain 
homogenates of fed rats (/; = 7) and 10, 19 and 37% for 
homogenates of fasting animals (n -6 ) . Analysis of variance 
showed that these inhibitions were all significant. Ou.r results, 
therefore, demonstrate that the activity of HBDH is inhibited 
by MM A in concentrations similar to those encountered in

'I able 1. Effect of MMA on the uptake of ketone bodies by cerebrum of 15-day-old fed and
fasting rats in vitro

Statistical significance: *P<0.()5, ^P <0.01 compared with controls. Differences between 
means of the various groups were calculated by analysis of variance followed by the 
Duncan’s multiple range test. Results are means!s.d.. (a) Uptake of acetoacetate; (b) 
uptake of HBA.

Ketone body uptake (nmol/min per g of brain)

Controls 1.0 ihm-MMA 2.5 nui-MMA 5.0 him-MMA

(a)
Fed rats (// = 7)
30-h fasted rats (n = 7)

40.2 ±8.8 
51.5 ± 9.3

35.7 ±8.2 
51.5 ± 9.0

37.7 ±8.0 
5 1.8 ±5.6

35.7 ± 10.7 
53.0 ± 4.2

(b)
Fed rats (n - 7)
30-h fasted rats (/i — 8)

44.3 ±7.0 
43.7 ±3.7

46.0 ±7.7 
41.2 ±5.3

4 1.0 ±8.7 
38.0 ±3.7*

34.0 ±4.3| 
36.7 ± 3.31
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tissues of patients with methylmalonic acidaemia. 'Vo our 
knowledge this is the lirsl report of a suppression of brain 
HBD I1  activity bv M M  A , even though similar inhibition had 
been previously observed in liver and heart of various 
species [6].

Infants can use ketone bodies besides glucose for their 
brain metabolic needs. Hypoglycaem ia and ketosis are 
usually found in children with methylmalonic acidaemia 
during crises. Since 1113 A  is the predominant ketone body in 
blood, an impairment of its utilization during crises may 
affect normal brain metabolism. So, it is possible that the 
neurological dysfunction encountered in patients affected by 
methylmalonic acidaemia may be partly due to altered 
metabolism of brain ketone bodies in early development.

1. Rosenberg. L. V. & Venton. W. A. ( I 989) in The Metabolic Basis 
oj Inherited Disease (Seiber, C. R.. Beaiu.let, A. L... Sly. W. S. & 
Valle. 1)., eels.). 6th edn. vol. 1. pp. 82 1 -844, McGraw-Hill. New 
York

2. Zivin. .1. A. Si Snarr. J. f:. ( I 972) J. Appl. Physiol. 32. 664-668
3. Williamson, D. 11. Si Mellanhv, J. ( 1 974) Methods Enzyme Anal. 

4.1840-1843. *
4. Mellanby, J. & Williamson, f.). I V ( 1 974) Methods Enzyme Anal.

4. 1836-1839
5. l.eong. S. V.. Lai. J. C. K., Lim. L. &. Clark. J. B. ( 1981) J. Neutv- 

chem. 37, 1548-1556
6. Tan, A. W. H., Smith, C. M.. Aogaiehi, T. & Blaut, G. W. E. 

( 1 975) Arch. Biochem. Biophys. 166. 164-173
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Effects of Methylmalonate and Propionate on Uptake of Glucose and 
Ketone Bodies in Vitro by Brain of Developing Rats

J. C. D u t r a ,  M . W a jn g r ,  C. F . W a n n m a c h e u , C. S. D u t r a - F iu io ,  
a n d  C. M . D . W a n n m a c h g r

Department of Biochemistry, Universidade Federal do Rio Grande do Sid, Porto Alegre, 90050,
Rio Grande do Sul, Brazil

Received June 12, 1990

Adult mammalian brain normally uses glucose and oxygen as substrates for 
its energy metabolism (1). Glucose enters brain through the blood-brain barrier 
by facilitated diffusion. The activity of the highly specific carrier permits transport 
of two to three times more glucose than is normally metabolized by brain. In 
special circumstances adult brain may use other substances as energy sources 
if they are available in the blood at a sufficiently high level. Principal among 
these are ketones, during starvation, which cross the blood-brain barrier by 
facilitated transport via the monocarboxylic acid carrier system (2). On the other 
hand, immature mammalian brain uses both ketone bodies and glucose for its 
energy needs, probably owing to the high levels of ketone bodies in blood 
secondary to the considerable high content of lipids in milk, the primary nutrition 
of very young mammals (3,4). In the 15-day-old rat, approximately equal con­
tributions are made by glucose and ketone bodies to carbon influx into the 
tricarboxylic acid cycle (5).

Organic acidemias are inherited disorders of metabolism biochemically char­
acterized by tissue accumulation of one or more organic acids. Neurological 
dysfunction is one of the most characteristic features of organic acidemias, and 
this may be related to the higher permeability of immature brain to organic acids 
compared to adult brain. One of the most frequent organic acidemias is meth­
ylmalonic acidemia, in which predominantly methylmalonate (M M A ) and sec­
ondarily propionate and other metabolites accumulate in blood and in other 
tissues due to severe deficiency of L-methylmalonyl-CoA mutase activity (EC  
5.4.99.2). A large percentage of affected infants die early. Those who survive 
longer present a variable degree of mental retardation (6).

Very little information exists on the effect of M M A on brain metabolism. As 
brain of developing rats uses glucose and ketone bodies for its metabolism, in 
the present work we studied the effect of M M A and propionate on uptake of 
glucose and ketone bodies by brain of 15-day-old rats. We also investigated
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M M A and propionate action on /3-hydroxybutyrate dehydrogenase (H B D H ) (EC  
1.1.1.30) activities in brain and liver homogenate.

METHODS
Anim als

Male and female 15-day-old Wistar rats, bred in our laboratory, were used in 
this study. The birth dates of all litters were carefully recorded after daily in­
spection and litters were culled to eight pups. Mothers and pups had free access 
to a 20% (w/w) protein commercial chow and water. They were kept in a 
temperature-controlled room (22°C) with a 12-hr light-dark cycle. Thirty hours 
before death, weight-matched animals were divided into two groups: group A 
continued to be fed at libitum, group B was fasted.

Preparation o f  Brain Tissue

Rats were killed by decapitation without anesthesia and brains were imme­
diately removed onto an ice-cooled glass plate. Olfactory bulbs, cerebellum, and 
pons/medulla were discarded. The rest of the brain (cerebrum) was cut in two 
perpendicular directions with a Mcllwain chopper into prisms 40 p,m wide. Prisms 
were pooled and 50 mg samples used for the uptake studies.

For the enzyme assays, cerebrum and liver fragments were homogenized in 
a chilled solution of 0.25 m sucrose.

Treatment o f  Rats

For the in vivo studies, some litters were used. Half of these animals, chosen 
randomly from the litters, were injected subcutaneously with saline solution 
0.85% (controls) and the other half with M M A buffered solution, pH 7.2-7.4 
(1.5%). Three injections were applied at intervals of 90 min. The first M M A dose 
was 0.7 ml/100 g body wt, whereas the second and third doses were half the 
first one. Ninety minutes after the last injection, animals were decapitated and 
their brains prepared as described. In some experiments liver was excised and 
homogenized and blood was collected from the saline and MMA-treated animals 
straight into heparinized bottles already containing 10% PC A solution for further 
/3-hydroxybutyrate (H B A ) quantitation.

Glucose Uptake Studies

Brain prisms from fed and 30-hour-fasted animals were incubated in a 0 2/C 0 2 
(19:1) mixture at 37°C for 30 min in Krebs-Ringer bicarbonate buffer, pH 7.0 
(100 mg of tissue/ml of buffer) containing 5.0 itim glucose and M M A or pro­
pionate. Control experiments contained only glucose in the incubation medium. 
Glucose was measured by the glucose oxidase method (7) and the uptake de­
termined by subtracting the amount found after the incubation from the total 
amount measured before the incubation. M M A and propionate in the doses used 
did not alter the buffer pH.
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Ketone Body Uptake Studies

Brain prisms from fed and 30-hour-fasted animals were incubated under 02/CO2 
(19:1) mixture at 37°C for 30 min in Krebs-Ringer bicarbonate buffer, pH 7.0 
(100 mg of tissue/ml of buffer) containing either 2.0 mM H BA  or 5.0 mM ace­
toacetate (Ac Ac) and MM A or propionate. Controls contained only H B A  or 
AcAc in the incubation medium. H B A  and AcAc were determined at the be­
ginning and at the end of incubation according to Williamson and Mellanby (8) 
and Mellanby and Williamson (9), respectively. The uptake was achieved by 
subtracting the amounts found after the incubation from the total amount found 
before the incubation. M M A and propionate in the doses used did not alter the 
buffer pH.

Enzyme Assays

Brain from fed and 30-hour-fasted animals was homogenized in a chilled so­
lution of 0.25 m sucrose using a Potter-Elvehjem homogenizer for 30 sec at 2 
to 4°C to give a 1:10 (w/v) homogenate. This homogenate was submitted to 
three cycles of freezing and thawing with liquid nitrogen. The procedure for liver 
preparations was the same, except that homogenates were 10 times more diluted.

H B D H  activity was determined in the preparations according to Leong et al. 
(10). Briefly, the assay system contained, in a final volume of 1 ml, 100 mM 
Trivs-HCl, pH 8.5, 400 mM hydrazine hydrate, 10 mM M gS04, 5 mM K  + -EDTA, 
10 m.M N AD  +, 1 fMm rotenone, and homogenate (40 /xl). The reaction was initiated 
by adding 20 him DL-/3-hydroxybutyrate. NADH  formation was measured as the 
increase in absorbance at 340 nm in a Beckman U V-recording spectrophotometer. 
As a routine, activities were determined within 4 hr of sample preparation.

RESULTS
Effect o f  M ethylm alonate  and Propionate on in Vitro Glucose Incorporation

by Bra in

The in v itro  rates of glucose utilization by brain prisms of 15-day-old fed and 
fasted rats are displayed in Table 1. In controls, fed rats utilized more glucose 
than fasted animals (/ = 2.743, P < 0.05). Also evident from Table 1 is the 
increased utilization of glucose by brain of fasting animals caused by M M A  [F(2, 
16) = 11.16, P < 0.001]. Propionate had no effect on brain glucose uptake.

Table 2 shows glucose uptake in brain taken from fed and fasting rats receiving 
M M A injections prior to death. Again it is seen that in controls brain prisms 
from fed animals utilized more glucose than those of fasted rats (/ = 3.809, P <  
0.01) and also that glucose uptake is greater in fasted MMA-treated rats (t = 
2.875, P  < 0.01). Therefore it seems that M M A provokes an increase in glucose 
uptake by brain of fasted developing rats.

Effect o f  M ethylm alonate  and Propionate on in V itro Ketone Body
Incorpo ra tion  by Brain

Acetoacetate uptake by brain prisms of fed and fasted 15-day-old animals was 
not affected by the presence of M M A  in the incubation medium (Table 3).
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T A B L E  1
Effect of Methylmalonatc (M M A) and Propionate on in Vitro Glucose Uptake (/xmole hr' 1 g '1)

by Brain of 15-Day-Old Rats

Controls 2.5 mM

MMA

5 mM

Fed rats 27.3 ± 5.1 24.3 ± 7.7 27.0 ± 8.3
(8 ) (8) (8)

Fasted rats 21.0 ± 3.3*** 26.2 ± 3.8* 29.4 ± 3.8**
(8 ) (8) ( 8 )

Propionate

Controls 2 mM 5 niM

Fed rats 26.8 ± 5.3 25.8 ± 7.7 24.7 ± 3.4
(8 ) (8) (8)

Fasted rats 21.1 ± 2.7*** 23.1 ± 6.2 23.2 ± 5.1
(8 ) (8) (8)

Note. Results are means ± SD (number of rats). Differences between means of the various groups 
were calculated by ANOVA followed by the Duncan multiple range test when necessary. Significant 
differences compared with controls: < 0.05. **/> < 0.01. Significant difference from led rats
calculated by Student’s / test for unpaired samples: ***/> < 0.05.

Furthermore, M M A diminished uptake of H B A  by brain of fed [F(2, 16) = 3.726, 
P < 0.02] and fasted [F (2, 16) = 4.565, P < 0.01] 15-day-old rats. When pro­
pionate was added to the medium, both H B A  [fed: F(2, 14) = 15.23, P < 0.001; 
fasting: F{2, 14) = 7.53, P < 0.001] and AcAc [fed: F(2, 8) = 4.977, P < 0.02; 
fasting: F(2, 8) = 9.908, P < 0.001] brain uptake declined (Table 4).

Effect o f  M ethylm alonatc and Propionate on Bra in and L ive r 
fi-hydroxybutyrate  Dehydrogenase A c tiv ity

The effect of M M A on H BD H  activity in brain was investigated, since M M A 
seemed to slow down H BA , but not AcAc, incorporation by brain.

T A B L E  2
Effect of Methylmalonatc (M M A) Administration on in Vitro Glucose Uptake (/xmole h r '1 g-1) by

Brain of 15-Day-Old Rats

Controls (saline) MMA

Fed rats 28.7 ± 5.7 29.6 ± 4.5
(6) (6)

Fasted rats 19.5 ± 3.8** 23.6 ± 2.8*
( 12) ( 12)

Note. Three injections of MMA were administered at 90-min intervals, the last injection being 
given 90 min before death. Results arc means ± SD (number of rats). Differences between M MA 
group and controls ( T  < 0.01) and between fed and fasted rats (**P  < 0.01), calculated by Student's 
t test for unpaired samples.
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T A B L E  5
Effects of Methylmalonate (M M A) and Propionate on in Vitro ß-Hydroxybutyrate Dehydrogenase 

Activity (;xmoIe m in '1 g~‘) in Brain of I5-Day-0ld Rats

MMA

Controls 2.5 mM 5 mM

Fed rats 

Fasted rats

1.25 ± 0.12 
(7)

1.32 ± 0.13 
(6)

1.04 ± 0.06** 
(7)

1.08 ± 0.23* 
(6)

1.01 - 0.16** 
(7)

0.84 ± 0.12** 
(6)

Propionate

Controls 2 mM 5 nui

Fed rats 

Fasted rats

1.12 ± 0.18 
(4)

1.24 ± 0.04 
(4)

1.26 ± 0.09 
(4)

1.37 ± 0.12 
(4)

1.08 ± 0.101 
(4)

1.27 ± 0.103 
(4)

Note. See note to Table 3.

ii = 7) compared to saline-treated rats (0.78 ± 0.08 /xmole m in "1 g~‘, n = 8), 
confirming our in vitro  studies.

/3-Hydroxybutyrate levels (ptmole/ml) in blood of saline- and MMA-treated 
rats were also measured after a 30-hour fast; means and standard deviations 
were respectively 0.119 ± 0.042, n =  14, and 0.067 ± 0.029, n •= 15, showing 
a significant difference (/ = 3.765, P < 0.01). In an attempt to understand the 
diminished levels of H B A  in blood of MMA-treated rats, we determined H BD H  
activity in liver of 30-hour fasted rats. We observed a significant in v itro  inhibition 
of liver enzyme activity [F (2, 8) = 8.354, P < 0.003] provoked by M M A , but 
not by propionate (Table 6). it can be seen in the table that liver enzyme activity

T A B L E  6
Effect of Methylmalonate (M M A) and Propionate on in Vitro ß-Hydroxybutyrate Dehydrogenase 

Activity (/xmole min _1 g " ‘) in Liver of 15-Day-Old 30-hr-Easling Rats

M MA

Controls 2.5 nui 5 nui

23.2 ± 0.63 
(4)

20.1 ± 0.50* 
(4)

Propionate

I7.7 1.70** 
(4)

2 IÏIM 5 nui

23.7 ± 2.11 
(4)

22.9 ± 2.67 
(4)

22.0 ± 2.4 
(4)

Note. See note to Table 3.
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is at least 10 times higher than that of brain. The influence of in vivo administration 
of M M A  on this activity was also studied in fasting animals. M M A  induced a 
significant (/ = 2.848, P < 0.01) reduction in liver activity (20.7 ± 3.9 /xmole 
min-1 g_ l , n = 11), compared to saline-injected rats (25.2 ± 3.5 ^imole min“ 1 
g " 1, n = 11), thus confirming the inhibition found in the in vitro  studies.

D ISCUSSION
The main purpose of this study was to investigate the effects of methylmalonate 

and propionate on uptake of brain glucose and ketone bodies in developing rats. 
In the first few experiments, we observed that brain of fasting rats utilizes less 
glucose than brain of fed rats (Table 1, see controls). These results were expected 
since ketonemia decreases the rate of glucose utilization by brain of developing* 
rats, probably as a result of the inhibition of phosphofrutokinase and pyruvate 
dehydrogenase activities (11,12). In addition, we demonstrated that M M A aug­
ments glucose uptake by brain of fasting but not fed animals (Tables 1 and 2). 
Propionate had no effect on this parameter. At the moment we do not have an 
adequate explanation for these findings, but research is presently underway in 
our laboratory to assess critical steps of glucose metabolism in brain of young 
rats receiving M M A.

Data presented in Table 3 demonstrate that H BA  influx into brain was inhibited 
by M M A and that this effect did not occur with AcAc. Even though in our 
system the blood-brain barrier was essentially removed, transport through mem­
branes still exists. Competition of ketone bodies and M M A for transportation 
through membranes is unlikely; only once was H B A  uptake affected. Our findings 
therefore indicate that M M A is not transported by the monocarboxylic membrane 
carrier system which transports both ketone bodies and other monocarboxylic 
acids. Previously, Halperin et al. (13), working with rat liver mitochondria, 
demonstrated that M M A  is transported into and out of mitochondria by dicar- 
boxylate and tricarboxylate transporters. On the other hand, propionate inhibited 
in a dose-response manner the utilization of both H BA  and AcAc into brain, 
probably by competing with these metabolites for the same membrane carrier. 
It is well known that propionate, H BA , and AcAc share the same monocarboxylic 
carrier membrane transport system (14).

We also verified that the amounts of AcAc and H B A  metabolized by cerebral 
tissue were similar (Tables 3 and 4, see controls), demonstrating that brain, 
devoid of a blood-brain barrier, has no preference for any of the substrates. 
However, looking at the findings of Wiener et al. (15) and Pearson et al. (16) 
showing that AcAc enters brain more freely than does H BA , it is concluded 
that the rate of individual ketone body extraction from blood is controlled by 
the barrier. We also observed that M M A significantly inhibits brain H BD H  
activity (Table 5). Rats injected with M M A also presented an inhibition of brain 
H BD H , which probably explains the partially blocked H B A  uptake caused by 
M M A. To our knowledge, this is the first time such inhibition has been dem­
onstrated in brain; nevertheless, Tan and colleagues (17) had already observed 
that M M A  inhibits this enzyme activity in mitochondrial preparations of pig liver 
and of rat, pig, and bovine heart. We also tested M M A action on liver H BD H
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activity and found a similar inhibition (Table 6). The latter observation probably 
explains the significantly lower blood levels of H B A  in MMA-injected rats. 
Propionate, on the other hand, did not inhibit the enzyme, demonstrating that 
MM A effects were specific rather than a nonspecific effect due to an acidic 
compound.

Methylmalonate accumulates in large amounts in tissues of patients affected 
by methylmalonic acidemia, who also present with frequent episodes of ketosis 
and hypoglycemia. Concentrations of M M A  found in cerebrospinal fluid and 
blood of these individuals (6,18) produced effects on brain glucose and H B A  
uptake and also on brain and liver H BD H  activity in our experiments. In view 
of that, it is possible that some of our results may be relevant to an understanding 
of the biochemical alterations leading to mental retardation in these patients.

SUMMARY
Methylmalonate (M M A ) and propionate effects on glucose and ketone body 

uptake in vitro  by brain of fed and 30-hour-fasted 15-day-old rats were studied. 
In some experiments cerebrum prisms were incubated in the presence of glucose 
and either M M A or propionate in Krebs-Ringer bicarbonate buffer, pH 7.0. In 
others, the incubation medium contained /3-hydroxybutyrate (H BA ) or aceto­
acetate (AcAc) instead of glucose. We verified that M M A increased glucose 
uptake by brain of fasting animals, whereas propionate had no effect. In addition, 
M M A diminished H B A  but not AcAc incorporation into brain prisms, whereas 
propionate provoked a diminished utilization of both ketone bodies by brain. 
The in vitro  effect of M M A  and propionate on brain and liver /3-hydroxybutyrate 
dehydrogenase activity was also investigated. It was shown that M M A but not 
propionate significantly inhibited this activity. Rats were also injected subcu­
taneously three times with a M M A  buffered solution, and the in vivo effects of 
M M A on the above-mentioned parameters assessed. Results from these exper­
iments confirmed the previously found in v itro  M M A  effects.

Methylmalonic acidemic patients accumulate primarily methylmalonate and 
secondarily propionate and other metabolites in their tissues at levels comparable 
to those we used in our assays. Most patients who survive early stages of the 
disease show a variable degree of neuromotor delay. Since glucose and sometimes 
ketones are the vital substrates for brain metabolism, it is possible that our 
findings may contribute to a certain extent to an understanding of the biochemical 
basis of mental retardation in these patients.

ACKNOWLEDGMENTS
This work was supported by project grants from F IN EP , FA PER G S , CNPq, and PRO- 

PESP/U FRG S.

REFERENCES
1. Mcllwain, H., and Bachelard, H. S., “ Biochemistry and the Central Nervous System,“  4th cd.

Churchill-Livingstone, Edinburgh, 1971.
2. Betz, A. L ., Goldstein, G. W ., and Katzman, R., in “ Basic Neurochemisiry“  (G. J. Siegel,

B. W. Agranoff, R. W. Albers, and P. B. Molinoff, Eds.), 4th ed., p. 591. Raven Press, New
York, 1989.



64 DUTRA ET  A L

3. Page, M. A., Krebs, H. A., and Williamson, D. H., Biochcm. J .  121, 49 (1971).
4. Kraus, H., Schelenker, S., and Schwedcsky, D., lioppe-Seyler' s Z. Physiol. Chan. 355, 167

(1974).
5. Cremer, J. E., and Heath, D. E.. Biochcm. J .  142, 527 (1974).
6. Rosenberg, L. E., and Eenion, W. A., in "The Metabolie Basis of Inherited Disease”  (C. R.

Scriver, A. L. Beaudet. W. S. Sly, and D. Valle, Eds.), p. 821. McGraw-Hill, New York, 
1989.

7. Trindcr, P.. J .  Clin. Baikal. 22, 158 (1969).
8. Williamson, D. H., and Mcllanhy, J., in "Methods of En/.ymahe Analysis" (II. V. Bergmeyer,

Ed.), Vol. 4, p. 1840. Academic Press, New York, 1974.
9. Mcllunby, J., and Williamson. 1). H., in "Methods of Enzymatic Analysis" (H. V. Bergmeyer,

Ed.), Vol. 4, p. 1836. Academic Press. New York, 1974.
10. Leong, S. F., Lai. J. C. K.,' Um , L., and Clark, J. B., J .  Ncurochcm. 37, 1548 (1981).
II*? Ziven, J. A., and Snarr, J. F., J .  Appl. Physiol. 32, 664 (1972).
12. Miller, A. L., Kiney, C. A., Corddry, D. H., and Station, D. M., Dev. Brain Res. 4, 443 (1982).
13. Halperin, M. L., Schiller, C. M., and Frantz, I. B., J .  Clin. Invest. 50, 2276 (1971).
14. Steele, R. D., Fed. Pme. 45, 2060 (1986).
15. Wiener, R., Hirsch, H. J., and Spitzer, J. J., Amer. J .  Physiol. 220, 1542 (1971).
16. Pearson, B., Settergress. G., and Dahlquisl, G., Acta Paediatr. Scand. 61, 273 .(1972).
17. Tan, A. W. H., Smith, C. M., Aogaichi, '1'., and Plaut, G. W. E., Arch. Biochim. Biophys. 166,

164 (1975).
18. Morrow, G., and Barnes, L ., J .  Pediatr. 74, 691 (1969).



Brazilian J  Med Biol Res (J991) 24: 595-605

EFFECT OF POSTNATAL METHYLMALONATE ADMINISTRATION 
ON ADULT RAT BEHAVIOR

J.C. DUTRA, M. W A JN ER , C.M .D. W A N N M A CH ER , L .E . W ANN M ACH ER, 
R.F. P IRES and A. ROSA-JUNIOR

Departamento de Bioquímica, Instituto de Biociências, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
90050 Porto Alegre, RS, Brasil

1. Methylmalonate (MMA) levels (2.0-2.5 mM) comparable to those of human methylmalonic 
acidemia were achieved in blood of young rats from the 5th to the 25lh day of life by injecting the drug 
subculancously twice a day with an interval of 8 h. MMA doses ranged from 0.76 to 1.69 pmol/g body weight 
as a function of animal age. MMA-treated rats had normal body and brain weights.

2. Behavioral studies using aversive and nonavcrsive tasks were performed at 60 days of life. 
Motor activity was similar in MMA-trcated and saline-treated controls. No differences in performance between 
these groups were identified in the shuttle-avoidance responses and in the inhibitory avoidance tasks. However, 
MMA-injccled rats escaped footshock faster than the controls (1.22 ±0.11 vs 1.76 ±0.14 (mean ± SEM) 
for 24 rats in each group (P<0.01)) suggesting that they may be hyperreactive to this stimulus.

3. In the open field, a nonaversive behavior task, MMA-injected rats, in contrast to control rats, 
presented no habituation.

4. Our results suggest that MMA by itself may impair central nervous system function, causing 
minor disabilities which result in specific learning deficiencies.

Key words: methylmalonate, methylmalonic acidemia, behavior, avoidance, open field test.

Introduction

Methylmalonic acidemia is an inherited disorder of organic acid metabolism 
caused by a deficiency of L-methylmalonyl-CoA mutase (EC 5.4.99.2) activity, owing 
to a structural change of the apoenzyme or to a deficiency of the active co factor cobalamin. 
As a consequence, primarily methylmalonate (M M A ) and secondarily other metabolites 
accumulate in tissues of affected individuals. This usually results in a severe clinical 
disorder characterized by crises of lethargy, coma, persistent vomiting and muscular 
hypotonia. Failure to thrive and developmental retardation are common clinical findings 
in children who survive the early stages of the disease. Laboratory findings may include 
ketoacidosis, hypoglycemia, hyperglycinemia, hyperammonemia, anemia, leukopenia

Research supported by FINEP, CNPq and PROPESP/UFRGS.
Correspondence: Dr. C.M.D. Wannmacher, Departamento de Bioquímica, Instituto de Biociências, Univer­
sidade Federal do Rio Grande do Sul, 90050 Porto Alegre, RS, Brasil.
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and thrombocytopenia. Restriction of protein content in the diet and cobalamin supple­
mentation may improve clinical and laboratory alterations (Rosenberg and Fenton, 1989). 
L-camitine plays a key role in clinical and biochemical management, particularly during 
acute crises (Chalmers et al., 1984).

We have recently produced high levels of methylmalonate in blood and brain 
of young rats by injecting the drug subcutaneously twice a day. We demonstrated that 
MMA-treated rats have less ganglioside-N-acetylneuraminic acid in their cerebellum 
(Wajner et al., 1988) and also observed that M M A increases glucose utilization by brain 
prisms of fasting rats (Dutra et al., 1989). In addition, M M A reduces beta-hydroxybu- 
tyrate but not acetoacetate incorporation by brain slices, probably because of an inhibition 
of beta-hydroxybutyrate dehydrogenase activity (Dutra et al., 1991). Since, to our 
knowledge, no studies have been published about the developmental retardation associated 
with methylmalonic aciduria, we used our model system to determine the effects of long­
term postnatal administration of methylmalonate on body and brain weight and on 
behavior of adult rats in aversive and nonaversive tasks.

Material and Methods

Subjects

A total of 436 Wistar rats from our breeding stock were used. Pregnant rats were 
housed in individual cages and left undisturbed throughout gestation..Twenty-four hours 
after delivery the litters were culled to eight pups. Half of the pups were assigned to the 
experimental group, and the other half served as control. The rats were weaned at 21 days. 
All animals had free access to food and water and were kept on a 12-h light/ 12-h dark cycle 
with lights on at 6.00 a.m. Temperature was maintained at 24 ± 1°C. Animals were fed 
a non-purified diet (Germani, Porto Alegre, RS, Brazil) of the following composition: 
20.5% protein (predominantly soybean), 54% carbohydrate, 4.5% fiber, 4% lipid, 7% 
ash, and 10% moisture. Each kg of diet was enriched with the following: 8000IU  retinol, 
1489.5 IU  cholecalciferol, 2 mg menadione, 5 IU  alpha-tocopherol, 2 mg pyridoxine, 10 
mg cyanocobalamin, 3.3 mg riboflavin, 10 mg pantothenic acid, 2 mg nicotinic acid, 300 
mg choline, 5 g sodium, 20 g calcium, 20 mg iron, 81 mg manganese, 48 mg zinc, 2 mg 
copper, 0.2 mg cobalt, 2 mg iodine, 6 g phosphorus, 100 mg antioxidant, and 700 mg 
methionine.

Methylmalonate administration and measurement

Buffered M M A (Sigma), pH 7.2-7.4, was administered subcutaneously to the 
experimental group from the 5th to the 25th day of life. Doses varied according to age and 
were determined by measuring some pharmacokinetic parameters, such as apparent 
volume of distribution (Vd), plasma half-time (tl/2) and plasma clearance (CLp) after a

Brazilian J  Med Biol Res 1991, 24 (6)
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single dose administration (Benet 
and Scheiner, 1987). Using these 
parameters, doses were calculated 
in order to achieve plasma levels of 
2.0-2.5 mM, which are similar to 
those reported in methylmalonic 
acidemic children during a crisis 
(Table 1). Control rats received 
saline in the same volumes. Because 
of high plasma clearance, meth­
yl malonate was administered twice 
a day with an interval of 8 h between 
injections.

Rats were sacri ficed at 5, 
10, 15, 25 or 90 days of life by 
decapitation. Blood was collected 

on heparin for plasma separation. The brain was rapidly removed and the medulla, pons, 
and olfactory lobes were discarded. The rest of the brain was homogenized in saline. M M A 
was determined in brain homogenate and in plasma by the p-nitroaniline reaction (Giorgio 
and Plaut, 1965). The lower limit of reliable detectability of the method is 1 /xmol.

Behavioral tasks

After saline or M M A administration was completed at 25 days of age rats were 
left undisturbed in their cages up to 45 days of age, when they were separated by sex. At 
60 days of age they were submitted to behavioral testing. Rats of both sexes were used 
because we observed no influence of sex on the parameters studied. The animals were 
submitted to two aversive tasks (shuttle avoidance and inhibitory avoidance) and one 
nonaversive task (open-field habituation), all consisting of two sessions held 24 h apart. 
All observations were made between 10:00 and 12:00 a.m. and the observer did not know 
to which group the animals belonged. Boxes for the behavioral studies were cleaned.with 
ethanol immediately after each rat was removed. Animals were completely randomized for 
treatment and observation. The number of animals submitted to each task is given in the 
tables. Rats from the control and from the experimental groups were taken from the same 
litter. Animals were used for one behavioral task only.

Shuttle avoidance. The apparatus was a 50 x 25 x 25-cm automated acrylic box 
(Albarsch) with a floor consisting of a series of 1-mm caliber parallel bronze bars divided 
at the midline by a 1-cm high acrylic hurdle. The bars on each side of the hurdle were 
connected to separate electric stimulators. The conditioned stimulus (CS) was a 5-s, 70- 
db, 1-kHz tone delivered through a loudspeaker attached to the rear wall of the box. Each 
tone was immediately followed by a2-s, 0.8-mA footshock (unconditioned stimulus, US). 
Two consecutive sessions (one session per day) were held. All sessions were procedurally

Table 1 - Pharmacokinetic parameters of methylmalonale 
(MMA) and doses administered as a Junction of animal age.

Values are reported as means for 10 animals of each age. 
t 1/2, Plasma half-lime; Vd, apparent volume of distribution; 
Clp, plasma clearance. MMA doses were calculated from 
pharmacokinetic parameters in order to achieve plasma MMA 
levels of 2.0-2.5 mM.

Age
(days)

t 1/2 
(min)

Vd
(ml/g)

CLp 
(p\ min'1 s*‘)

MMA
0xmol/g)

5-12 70 0.26 2.62 0.76
13-17 56 0.31 3.83 0.89
18-22 32 0.42 9.09 1.27
23-25 26 0.50 13.25 1.69

Brazilian J  Med Biol Res 1991, 24 (6)



598 J. C. Dutra el al.

identical: animals were left to explore the box for 5 min and then received 50-tone 
footshock trials with an intertrial interval ramdomly varying from 10 to 50 s. Animals 
avoided shocks by crossing the hurdle during the tone (CS). During a session, the rats 
would cross the midline of the box in one of three possible situations: during a tone 
presentation (avoidance response), during a shock delivery (escape response) and without 
US or CS presentation (intertrial crossing). Intertrial crossing was considered a measure 
of motor activity. The difference in shuttle avoidance responses between the first and 
second session was considered to be avoidance retention. The escape response was 
measured only during the first 10 tones of both sessions, in order to avoid learning 
interference during the same session. The difference in escape responses between the first 
and second session was taken to be a measure of footshock retention and latency of 
footshock escape was considered to be footshock reactivity (Vendite et al., 1985).

Inhib itory avoidance. The task was carried out using a 50 x 25 x 25-cm wood 
box with a front glass wall. The right side of the floor was a grid of 0.2 cm-diameter bronze 
bars spaced 1 cm apart and the left side was a 25 x 12 x 4-cm wood platform. The rats were 
gently held by their body and placed on the platform facing the rear left comer. During 
the first session, when the rats stepped down on the grid, a shock of 0.2-mA intensity was 
manually delivered until they climbed back onto the platform. The second session was 
similar to the first except that animals did not receive a footshock when they stepped down. 
The difference in step-down latency between the first and second session was taken to be 
a measure of retention and was limited to 180 s.

Open fie ld . Rats were submitted to the open-field task in a wooden box 
measuring 60 x 40 x 50 cm with a front glass wall. Constant illumination was provided 
by an 8-W bulb. The floor was divided by white lines forming 12 equal squares. Animals 
were submitted to two similar sessions held 24 h apart. Rats were gently placed on the left 
posteriorcomeroftheopen field box and left to explore the arena for 2 min in each session. 
The number of complete crossings from one square to another was indicative of motor 
activity. The difference in the number of orientation responses (rearings) between the first 
and the second session was taken to be a measure of retention of habituation (Netto et al., 
1986).

Statistical analysis

Body and brain weight data were analyzed by the Student r-test for unpaired 
samples. Behavioral task data were analyzed by two-way ANOVA with repeated measures 
(first and second sessions) and the other factor was drug treatment (La Mar and Stires, 
1970). For post-hoc comparisons, F-test for simple effects or Duncan's multiple range test 
was used when appropriate (La Mar and Stires, 1970). F ratios are presented in the text 
only when P<0.05. To satisfy the assumptions for analysis of variance, inhibitory 
avoidance data were subjected to log (x) transformation before analysis (Sokal and Rohlf, 
1969).

Brazilian J  Med Biol Res 199J, 24 (6)
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Results

Plasma M M A levels of rats injected with the drug were similar to those of 
methylmalonic acidemic patients (Rosenberg and Fenton, 1983). Thirty minutes after 
injection, these levels matched those of patients in crisis, decreasing slowly afterwards. 
Cerebral M M A levels were much lower and decreased with age (Table 2). Thirty minutes 
after injection, the brain/plasma ratios were 0.16 in 5 day-old rats, 0.09 in 10-day old rats 
and less than 0.02 in rats aged 15 days or older, indicating the low permeability of the 
blood-brain barrier to methylmalonate. To our knowledge, there are no data in the 
literature about brain M M A levels in patients with methylmalonic acidemia.

The body and brain weight of rats submitted to chronic M M A  administration 
did not differ statistically from those of control rats when the data were analyzed by the 
Student /-test for unpaired samples (Table 3).

The data in Table 4 show shuttle avoidance and footshock escape responses of 
rats submitted to shuttle avoidance sessions using a 0.8-mA footshock. The number of 
avoidance responses showed a sign.ficant main effect for sessions (F(l,46 ) = 232.6,

Table 2 - Methylmalonate (MMA) levels in plasma and brain of treated rats.

The column referring to time corresponds to time after subcutaneous injection of MMA. The doses were 
different for each age group (see text orTable 1) to obtain plasma MMA levels near 2-2.5 mM (200-250 pmo\/ 
dl). *P<0.01 vs 15, 20 and 25 days for each time after administration (Duncan's multiple range test).

Time
Age (days)

(min)
5 10 15 20 25

Plasma M MA (^mol/dl)

30 230 ± 20 211 ± 10 207 ± 29 158 ± 19 252 ± 25
60 178 ± 18 123 + 10 160 ± 19 64 ± 8 94 ± 9
90 139 ± 17 114 ± 10 106 ± 17 32 ± 3 38 ± 4
120 143 ± 13 74 ± 7 68 ± 13 19 ± 3 6 ± 2

Age (days)
Time
(min)

5 10 15 20 25

Brain MMA (/xmol/lOOg)

30 36 ± 5* 19 ± 3* 4 ± 2 3 ± 1 3 ± 1
60 17 ± 5* 19 + 6* 3 ± 1 3 ± 2 3 ± 1
90 25 ± 1* 17 ± !♦ 3 ± 1 4 ± 1 4 ± 2
120 25 ± 6* 11 ± 3* 1 ± 1 2 ± 1 3 ± 1

Brazilian J  Med Biol Res 1991, 24 (6)
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Table 3 - Effect of chronic methylmalonate (MMA) administration on body 
and brain weights of rats.

Rats received M M A subcutaneously from day 5 to day 25 of life. The dose 
schedule was varied to obtain plasma levels of2-2.5 mM (see text orTable 
1). Data are reported as means ± SEM  for 8 rats per group. There were 
no statistical differences between MMA- and saline-lrcalcd rats.

P <0.005). Post-hex:com­
parisons by the F-test for 
simple effects demon­
strated that the number of 
avoidance responses in­
creased during the second 
session in both the saline 
( F ( l , 4 6 )  = 1 4 1 . 9 ,  
P <0.005) and M M A  
( F (  1 ,4 6  ) = 9 3 . 0 ,  
P <0.005) groups. These 
data demonstrate that both 
groups improved their 
performance along ses­
sions, indicating retention 
of this task. The number 
of avoidance responses 
was the same in control 

and M M A-treated rats in both sessions. Analysis of intertrial crossing showed a significant 
main effect for sessions (F(l,46) = 51.91, P < 0.005). Post-hoc comparisons by the F- 
test for simple effects indicated that the motor activity of both the saline (F ( l ,46 = 38.4, 
P < 0.005) and M M A (F(l,46) = 16.3, P < 0.005) groups was increased in the second 
session. Results of avoidance responses and intertrial crossing suggest that M M A  does not

Weight
Age

Saline MMA

25 days
Body (g) 47.13 ± 1.11 46.34 ± 0.96
Cerebrum (g) 0.88 ± 0.01 0.88 ± 0.01
Cerebellum (g) 0.174 ± 0.004 0.178 ± 0.003

3 months
Body (g) 255.3 ± 7.68 240.3 ± 7.65
Cerebrum (g) 1.05 ± 0.01 1.05 ± 0.006
Cerebellum (g) 0.270 ± 0.04 0.260 ± 0.04

Table 4 - Effect of chronic methylmalonate (MMA) administration on shuttle avoidance behavior of adult rats.

Rais received MMA subculaneously from day 5 to day 25 of life. The dose schedule was varied lo obtain plasma 
levels of 2-2.5 mM (see text orTable 1). Data are reported as means ± SEM for 24 rats per group. Animals 
were submitted to 50 trials using a 0.8-mA footshock. *P <0.005 compared to the first session for the same 
group (F-test for simple effects). #P<0.01 compared to the othergroup forlhe same session (Duncan's multiple 
range test).

Saline Methylmalonate

First Second First Second
session session session session

Avoidance response 30.71 45.37* 33.50 45.37*
(number) ± 0.78 ± 0.53 ± 1.39 ± 0.72

Intertrial crossing 23.08 44.33* 21.33 35.20*
(number) ± 2.90 ± 3.84 ± 2.36 ± 3.73

Escape latency during 1.76 0.52* 1 .T1H 0.53*
the first 10 tones (s) ± 0.14 ± 0.03 ± 0.11 ± 0.06
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affect retention or motor activity in this 
task. There was a significant main effect 
on escape response times for sessions 
(F( 1,46) = 85.47, P < 0.005). Post-hoc 
comparisons by the F-test for simple 
effects indicated that escape latency was 
reduced in both the saline (F(l,46) = 
69.2, P < 0.005) and M M A (F(l,46) = 
21.4, P< 0.005) groups in the second 
session. ANOVA also showed a signifi­
cant main effect of treatments (F ( 1,4.6) 
= 5.093, P<0.03). Group-by-session 
interaction was significant (F(l,46) = 
7.12, P<0.01) and post-hoc compari­
sons by Duncan’s multiple range test 
demonstrated that MMA-treated rats 
escaped significantly faster than control 

rats in the first (P < 0.01) but not in the second session. Since rats of both groups received 
the same mean number of footshocks during the first 10 tones in each session (6.0 in the 
first and 3.0 in the second), these results suggest that M M A does not affect footshock 
retention but did increase footshock reactivity.

In the inhibitory avoidance sessions (Table 5), analysis of variance showed a 
significantmaineffectforsessions(F(l,46) = 152.24, P <0.001). Post-hoc comparisons 
by the F-test for simple effects demonstrated that both the saline (F(l,46) = 73.9, 
P < 0.005) and M M A  (F 1,46) = 78.8, P < 0.005) groups had a good retention of the task, 
as shown by the significant increase in latency detected in the second session (Izquierdo 
and Dias, 1983). Since group-by-session interaction was not significant and no differences 
in latencies were observed between groups, it seems that M M A does not interfere with this 
task.

Table 6 reports the results of open-field behavior. Analysis of the number of 
rearings demonstrated a significant main effect for sessions (F (l ,54) = 8.12, P<0.01).
Post-hoc comparisons by the F-test for simple effects showed that the number of rearings
decreased significantly in the second session only in saline-injected rats (F (l ,54) = 14.48, 
P < 0.005). In addition, group-by-session interaction was significant (F(l,54) = 5.95, 
P<0.02), further indicating the effect of M M A in retention of habituation. The number 
of crossings (motor activity) did not differ between experimental and control groups in 
either session.

Discussion

In this study we produced high M M A levels in the blood of rats (2-2.5 mM) 
similar to those reported for methylmalonic acidemic patients during a crisis (Rosenberg

Table 5 - Effect of chronic meihylmalonale QAM A) 
administration on inhibitory avoidance behavior of adult 
rats.

Rats received M M A subcutaneously from day 5 to day 25 
of life. The dose schedule was varied to obtain plasma 
levels of 2-2.5 mM (see text orTable 1). Data are reported 
as means ± SEM  for 24 rats per group. Animals were 
submitted to 50 trials using a0.8-mA footshock. *P <0.005 
compared to the first session for the same group (F-lest for 
simple effects).

Step-down latency (s)

Group First session Second session

Saline 2.304 ± 0.167 4.453 ± 0.180*
M M A 2.013 ± 0.111 4.233 ± 0.228*

Brazilian J  Med Biol Res J99 J, 24 (6)



602 J. C. D u ira  el al.

Table 6 - Effect of chronic methylmalonate (MMA) administration on open-field behavior of adult rats.

Rats received M MA subcutancously from day 5 to day 25 of life. The dose schedule was varied to obtain plasma 
levels of 2-2.5 mM (sec text or Table 1). Data are reported as means ± SEM for 21 rats per group. Animals 
were submitted to 50 trials using a 0.8-mA footshock. *P< 0.005 compared to the first session for the same 
group (F-test for simple effects).

Number of rea rings Number of crossings

Group First session Second session First session Second session

Saline 12.33 ± 0.52 9.09* ± 0.70 41.86 ± 1.83 43.76 ± 3.01
M MA 12.14 ± 0.96 12.05 ± 0.90 41.29 ± 1.72 45.33 ± 2.09

and Fenton, 1989) occurring at a time of rapid development of brain structures, when the 
patients are theoretically more susceptible to their effects. In rats, various cerebral 
structures involved in learning/memory mostly develop during the first four weeks of 
postnatal life (Fish and Winick, 1969), which was the time when M M A  was administered 
in the present study. Our main objective was to determine the effect of long-term postnatal 
M M A  administration on adult rat behavior in various tasks, rather than simply mimic 
methylmalonic acidemia.

At present, data available on the in vitro and in vivo effects of M M A  on various 
biochemical parameters in liver and brain indicate that exogenously administered M M A  
reaches the intracellular pools and affects some cytosolic and intramitochondrial activities 
or functions (Halperin et al., 1971; Patel etal., 1976; Arinze et al., 1979; Wajneret al., 
1988; Dutra et al., 1989,1991).

In the present study we showed that long-term M M A administration did not 
affect the body weight or the brain weight of rats. Therefore, it is possible that other factors 
such as frequent metabolic crises leading to a diminished food intake or even unpleasant 
diets may be responsible for the delayed physical development of individuals affected by 
methylmalonic acidemia. Propionate, tiglate and long-chain ketones, which also accumu­
late in this disorder, might also be responsible for this finding, but this hypothesis has not 
been tested.

Since behavioral tasks performed during or soon after chronic treatment may 
be difficult to interpret (Andersen and Guroff, 1972), we studied behavior 5 weeks after 
the end of treatment. This also permitted us to assess long-standing behavioral changes 
possibly secondary to permanent damage of the central nervous system. We found that 
motor activity was not affected by M M A treatment in the open-field task, in contrast to 
the muscular hypotonia found in affected children. The increase in intertrial crossings 
during the shuttle-avoidance task was probably related to the aversive situation, since the 
phenomenon was of the same order of magnitude in both the experimental and control 
groups.

Early chronic administration of methylmalonate did not affect the overall 
performance of adult animals in the active and inhibitory avoidance sessions. Animals
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appeared to have learned both tasks. However, in the shuttle-avoidance task the rats who 
received M M A  presented a significantly faster footshock escape behavior than saline- 
treated rats only during the first session, suggesting that the MMA-treated rats were 
hyperreactive to this stimulus. Vendite et al. (1985) also observed that adult rats 
undernourished during lactation were hyperreactive to an electric stimulus after a 0.2-mA 
footshock in the first 10 trials of the first session, but not in the second session. The authors 
suggest that hyperreactivity reflected a lowering of the threshold to electric response, not 
observed in the second session because rats learned to escape more rapidly.

In the open-field test, MMA-treated animals presented no significant differ­
ences in rearing.responses between the first and second session, whereas the control rats 
did, demonstrating a group-by-session interaction. In the open-field box, rats present an 
exploratory behavior consisting of locomotor activity, rearing, grooming, and defecation, 
among others. Habituation to the novel environment is expressed by reduction of such 
activities. Retention of habituation can be measured during a second exposure by the 
difference in the parameter between the first and second session. Since a reduction in 
number of rearings along sessions in the open field can be interpreted to indicate that 
animals recognize the environment (Netto et al., 1986), and since in the present study we 
did not observe retention of habituation in MMA-treated rats, it is assumed that this 
reflects a nonessential learning impairment. Our results therefore suggest that the open- 
field behavior, a nonaversive task, may be a more sensitive parameter for detecting fine 
learning disabilities than tasks employing aversive stimuli. They also agree with the view 
of others (Strupp et al., 1984) who, working with phenylketonuric rats, concluded that 
nonessential tasks are more appropriate to identify small learning deficits than essential 
learning tasks in which animals must learn in order to satisfy immediate biological needs 
such as obtaining food or escaping aversive stimulation. Within this context, it should be 
mentioned that mentally retarded humans perform like nonretardates in tests of classical 
conditioning, but, because of their poor ability to spontaneously acquire information, 
present much difficulty in tackling a new situation which requires past experience (Zeaman 
and House, 1967; Estes, 1970). It is therefore possible that behavioral studies involving 
experimental models, particularly those using situations without aversive stimuli, can 
serve as a screening to detect tenuous leaming/disabilities in certain pathologies having 
mental retardation in common. Additional studies using other nonessential learning tasks 
are necessary to corroborate this hypothesis.

We have previously demonstrated that ganglioside-N-acetylneuraminic acid is 
reduced in the cerebellum of MMA-treated rats and that M M A  increases glucose uptake 
in vitro by the brain of 15-day old rats, the latter being probably related to an inhibition 
of succinate dehydrogenase (Wajner et aK, 1988; Dutra et al., 1989). It has also been 
demonstrated that an increase in cerebral and cerebellar ganglioside-N-acetylneuraminic 
acid is associated with improved behavioral performance in the open field (Morgan and 
Winick, 1980a,b) and in other tasks (Winick, 1976; Savaki and Levis, 1977) and that 
glucose seems to be important in the modulation of memory storage processing (Gold, 
1986; Gold et al., 1986). Our results suggest that MMA-treated animals did not present
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habituation in the open-field box. Even though at the present time it is difficult to correlate 
learning deficits with biochemical defects, it is possible that the biochemical alterations 
in ganglioside content and in glucose uptake provoked by M M A  may be related to the 
behavioral changes observed in MMA-treated rats.
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Effect of Methylmalonate on in vitro Lactate 
Release and Carbon Dioxide Production by 
Brain of Suckling Rats
M. W a jn e f J. C. D u tra , S. E. Cardoso , M . D. W annm acher 
and E. R. t>£ M o t t a
Departamento de Bioquímica, Institu to  de Biociencias, UFRGS -  Rua Sarmento 
Leite 500, 90.050 Porto Alegre, RS Brazil

Summary: Methylmalonate (M M  A) accumulates in the tissues of patients with
methylmalonic acidaemia who present severe neurological signs soon after birth 
and later mental retardation. Attempting to understand the pathophysiology 
of the disorder, we investigated the effects of M M A  on brain glucose uptake, 
lactate release and C 0 2 production. Glucose uptake and lactate release were 
studied by incubating 40 pm  wide brain prisms from 15-day-old rats in Krebs­
Ringer bicarbonate buffer, pH 7.0, containing 5.0mmol/L glucose and one of 
three concentrations of M M A  (1.0, 2.5 and 5.0mmol/L). Controls did not 
contain M M A  in the incubation medium. M M A  induced a significant increase 
of lactate production in a dose-dependent pattern that was proportional to 
glucose uptake by the brain prisms. We also studied the influence of M M A  on 
brain C 0 2 production from [2-14C]glucose and [U-14C]acetate by incubating 
brain prisms in the same buffer in the presence of the substrates with 
(experimental groups) or without (controls) 5.0mmol/L M M A. M M A  signifi­
cantly reduced C 0 2 formation from both substrates.

Methylmalonate (M M A ) accumulates in blood and tissues of patients affected by the 
group of inherited disorders called methylmalonic acidaemia (McKusick 27741,25112, 
27738, 25100, 25110,25111). Affected children present neurological abnormalities and 
a variable degree of physical and mental retardation. Very little has been done to 
identify the mechanisms underlyirg the neurological dysfunction of these patients. 
We have previously found that M M A  induces a higher glucose utilization by brain 
of fasting young rats (Dutra et a l., 1989, 1991). Since brain of young mammals releases 
considerable amounts of lactate into blood (Hawkins et a l., 1971; Cremer and Health, 
1974; Dahlquist and Persson, 1976), in this study we investigated the effect of M M A  
on lactate and C 0 2 production by rat brain in an attempt to better understand the 
fate of the augmented brain glucose uptake provoked by this acidic metabolite. Since
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58 conversion of glucose into lactate by brain is higher during fasting and also in young
59 animals (Hawkins et al., 1971), we used' 15-day-old fasting rats in our experiments.

I 2 Wajncr a  al.

60 M A T E R IA L  A N D  M E T H O D S
- Wistar rats were used. Free water and a 20% (w/w) protein chow were provided. A
62 mother and eight pups were kept per cage. The animals were fasted for 30 h before
63 the experiments by separating them from the mothers. The rats were killed by
64 decapitation without anaesthesia at 15 days of age. The brain was rapidly removed,
65 and the olfactory bulbs, cerebellum and pons/medulla were discarded. The rest of
66 brain (cerebrum) was cut with a Mcllwain's chopper into prisms of 4 0 width.
67 Brain prisms were incubated under an 0 2/C 0 2 (19:1, v/v) mixture at 37°C for 30min
68 in Krebs-Ringer bicarbonate buffer, pH 7.0 (100 mg of tissue/ml of buffer) containing
69 5.0 mmol/L glucose and one of three concentrations of M M A  (1.0, 2.5 or 5.0 mmol/L).
70 Controls did not contain M M A  in the incubation medium. Glucose and lactate were
71 determined at the beginning and at the end of incubation by the glucose oxidase
72 method of Trinder (1969) and by the method of Gutmann and Wahlefeld (1974),
73 respectively. The glucose uptake or lactate release was achieved by subtracting the
v  amounts found after the incubation from the amounts found before the incubation.
75 Lactate was measured in the supernatant after perchloric acid (PCA) addition. Lactate
76 levels at the beginning of the incubation were practically nil. Glucose concentrations
77 were determined in aliquots of the buffer taken immediately before PCA was added
78 to the medium.
79 Carbon dioxide production from [2-14C]glucose (specific activity 55.0mCi/mmol)
80 and [U-14C]acetate (specific activity 55.1 mCi/mmol) was also measured according
81 to Kasser et al. (1986) with some modifications. Briefly, 100 mg of brain prisms were
82 incubated at 37°C for lh  in 1.0ml of Krebs-Ringer bicarbonate buffer, pH 7.0,
83 supplemented by 2.5 mmol/L glucose and 0.1 pC i of labelled glucose or 5.0 mmol/L
84 glucose, 5.0 mmol/L acetate and 0.2 pC i of labelled acetate. The experimental groups
85 also contained 5.0mmol/L M M A . The flasks were gassed with 0 2:C 0 2 (19:1, v/v)
86 mixture and sealed with rubber stoppers equipped with hanging centre wells where
87 a Whatman No. 3 filter paper (1.5 x 6.5 cm) was introduced. After incubation, 0.15 ml
88 of hyamine hydroxide was added to the filter-containing centre well of each flask
89 and the reaction was stopped by the addition of 0.25 ml of 50% (w/v) trichloroacetic
90 acid to the medium. Carbon dioxide produced during incubation was trapped for
91 30min in the filters immersed in hyamine hydroxide; the filters were removed and
92 placed in vials containing scintillation fluid and the radioactivity was deterined in
93 an L K B  scintillation counter.
94 Statistical analysis was done by one-way A N O V A  and post hoc tests were carried
95 out by Duncan’s multiple range test whenever necessary. Student’s r-test and linear
96 regression analysis were also used.
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MMA Effects on Brain Lactate and C02 Production 3
R E SU L T S  AND D IS C U S S IO N
Tabic 1 shows that M M A  produced a significant increase of lactate release by brain 
from 15-day-old fasting rats (F(3,28) = 4.365, p<0.01), and the calculated linear 
regression coefficient for repeated sampling for a given drug concentration (0.259, 
p < 0.05) indicates that this effect occurs in a dose-dependent pattern. Since the 
carrier-mediated transport system for lactate is well developed in immature brain 
(Cremer et a l , 1979), and since M M A  uses other carrier systems (dicarboxylale and 
tricarboxylate carriers) than that used by lactate (carrier for monocarboxylic acids) 
(Halperin et al., 1971; Oldendorf, 1971), it is difficult to postulate an interference of 
M M A  on lactate transport. We therefore assume that brain lactate release in our 
assay represents lactate production.

Total brain glucose uptake also increased with M M A  concentrations in the 
incubation medium (F(3,28) = 2.215, p < 0.05) (Table 1) in a dose-dependent pattern 
(regression coefficient 0.774, p < 0.05), thus confirming our previous findings (Dutra 
et al., 1989, 1991). The table also shows that lactate production was proportional to 
glucose utilization, leading one to speculate that the increment in brain glucose 
uptake caused by M M A  was mainly diverted to lactate. In fact, if we consider 
separately glucose transformed into lactate (1 mol of glucose giving rise to 2 mol of 
lactate) and glucose used in other pathways, by subtracting the former from total 
glucose uptake, it can be noted that there is no effect of M M A  on glucose-utilized 
by other routes (F(3.28) = 1.63, p < 0.20). Therefore, it is possible that the increase 
of brain glucose uptake caused by M M A  may occur because of the high rate of 
lactate formation. Furthermore, as lactate and pyruvate share the same carrier 
transport through the mitochondrial membrane, different from the one used by 
M M A, it is unlikely that M M A  could inhibit pyruvate transport and thus divert it 
to lactate production.

It should also be pointed out that the rate of lactate production from glucose in 
our in vitro system is in accordance with that described in the literature; that is, that 
brain tissue, even when it is at rest and well oxygenated, generates lactate which is

Table 1 Methylmalonate (MMA) action on lactate release and glucose uptake by brain of 
15-day-old fasting rats*

M M A  (mmol/L)
Controls 1.0 2.5 5.0

Lactate release 4.39 ± 0.70 5.24 ± 0.99 5.72 + 0.78c 5.83 ± 1.02c
Total glucose uptake 24.6 + 2.67 28.3 ± 4.24 28.9 ± 3.20e 29.3 ■+ 5.62c
Glucose uptake for 

lactate
2.19 ±0.35 2.62 ± 0.49 2.86 ± 0.39c 2.91 ±0.50c

Glucose uptake for 
other routes6

22.4 ± 2.86 25.6 ± 4.47 26.1 ± 3.08 26.4 ± 5.26

‘Data represent mean ± SD (number of cases = 8 for eachgroup) and are expressed as pmol/h per g of 
brain of lactate release or glucose uptake. Differences between means of the various groups calculated by 
one-way ANOVA, followed by the Duncan’s multiple range test when suitable 
bSee Results and Discussion 
‘Significant increase over control
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removed in the venous blood, accounting for 5-13% of the pyruvate produced by 
glycolysis (Clarke et a l., 1989). Glucose can also enter other pathways such as the 
pentose shunt, which is relatively inactive in rat brain under basal conditions, with 
about 2-3% of the glucose consumed proceeding via this route. This pathway has 
relatively high activity in developing brain, reaching a peak during myelination, 
probably to produce the N A D P H  required for the lipid synthesis (Seisjo, 1978).

Glucose can follow other routes, but the exact contributions to these pathways are 
still unknown. It has been shown that labelled glucose appears in carbon dioxide 
much more slowly that might be expected, and this is because large amounts of 
radioactivity are trapped in amino acids related to the Krebs cycle and in other 
chemical constituents of the brain. Large pools of glutamate and aspartate, as well 
as y-aminobutyric acid (GABA), glutamine and alanine, are formed from radioactive 
glucose, and this is probably due to the high activity of transaminases in comparison 
with the flux through the citric acid cycle (Bradford, 1986).

The effect of M M A  on C 0 2 formation is shown in Table 2. It is clear from the 
table that M M A  significantly diminishes C 0 2 production from both substrates, the 
effect being more pronounced with acetate. Taken together, these results indicate 
that aerobic glycolysis is blocked by M M A , probably in a step at or below the Krebs 
cycle. Therefore, it appears that more pyruvate is diverted to lactate instead of being 
oxidized in the Krebs cycle. This is in agreement with our previous findings showing 
that M M A  inhibits brain succinate dehydrogenase activity in a dose-response way 
(Dutra et al., 1989).

In conclusion, in view of our present studies showing a high rate of brain lactate 
production secondary to the presence of M M A  in the medium, and from previous 
studies demonstrating that M M A  inhibits brain succinate dehydrogenase activity, it 
is quite possible that the increment of brain glucose utilization produced by M M A  
can be at least partly attributed to an increased anaerobic glycolysis. It should also 
be emphasized that the concentration of M M A  required for a significant stimulation 
of glucose uptake and lactate production is similar to that reported in cerebrospinal 
fluid and tissues of patients affected by methylmalonic acidaemia (Rosenberg and 
Fenton, 1989). Whether the same findings also occur in man and whether this is 
relevant to methylmalonic acidaemia is a subject for further investigation.

Table 2 The influence of methylmalonate (MMA) on carbon dioxide 
formation in brain prisms of suckling fasting rats8
Substrate Controls M M A  (5.0mmol/L)
[2-14C]glucose 381 ± 73.4 (7) 305 ± 33.9 (7)*

+ 2.5mmol/L glucose
[U-14C]acetate 110± 17.4 (3) 73.1 ± 13.6 (3)**

+ 5.0mmol/L glucose
+ 5.0mmol/L acetate

“Data represent mean ± SD (number of cases in parentheses) and are expressed as 
nmol/li per g of brain of C 0 2 production. Differences between means of experimental 
and control groups calculated by the Student’s r-lest 
Significant differences compared to controls: *p < 0.05; **p < 0.01

J. Inher. Metab. Dis. 14 (1991)
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