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“Aqueles não eram os mesmos olhos com os quais observara aquela vista pela última vez, 

e o cérebro que interpretava as imagens que seus olhos montavam também  

não era o mesmo cérebro. �enhuma cirurgia envolvida, apenas 

 a desarticulação contínua da experiência.” 

 (Douglas Adams, “Até mais, e obrigada pelos peixes!”)  
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À Deus,  

Aquele que é poderoso para fazer  

infinitamente mais do que tudo quanto pedimos ou pensamos.  

(Efésios 3.20) 
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RESUMO 
 
A lisina (Lis) é degradada principalmente na mitocôndria através das atividades lisina-cetoglutarato 

redutase e sacaropina desidrogenase da enzima bifuncional α-aminoadípico semialdeído sintase 

(SAS). A transaminação do grupo amino ao α-cetoglutarato produz o intermediário sacaropina que 

é posteriormente convertida a acetil-CoA, entrando no ciclo do ácido cítrico. A Lis também pode 

ser degradada por uma via alternativa nos peroxissomos, liberando ácido pipecólico. O acúmulo de 

Lis em tecidos e líquidos biológicos é o principal achado bioquímico de pacientes acometidos pela 

hiperlisinemia familiar (HF) e por outras doenças metabólicas caracterizadas clinicamente por 

disfunção neurológica com retardo mental de grau variável. Estudos recentes mostraram que a Lis 

induz estresse oxidativo e disfunção energética in vitro em córtex cerebral de ratos, indicando uma 

ação neurotóxica para esse aminoácido. O objetivo do presente estudo foi investigar se os efeitos 

invitro da Lis poderiam ser reproduzidos in vivo. Assim, estudou-se os efeitos da administração 

intraestritatal aguda de Lis (4 µmol) sobre parâmetros de metabolismo energético e estresse 

oxidativo em estriado de ratos jovens. Em alguns experimentos, os animais foram pré-tratados 

intraperitonialmente com melatonina, combinação de α-tocoferol e ácido ascórbico, creatina ou N-

acetilcisteína por 3 dias, com uma única injeção diária,  seguida da injeção intraestriatal de Lis. 

Animais controle receberam o mesmo volume de uma solução salina. Os ratos foram sacrificados 

por decapitação sem anestesia 30 min, 2 ou 12 h após a injeção intraestriatal de Lis ou NaCl e o 

estriado foi dissecado e homogeneizado. Os resultados mostram que a injeção in vivo de Lis não 

alterou a função do ciclo do ácido cítrico (produção de 14CO2 a partir de [1-14C]acetato) e a 

atividade da creatina quinase. Em contraste, o aminoácido inibiu significativamente a atividade da 

Na+,K+-ATPase em estriado 2 e 12 h após a injeção. Além disso, a Lis induziu lipoperoxidação, 

determinada pelo aumento significativo dos níveis das substâncias reativas ao ácido-tiobarbitúrico 

(TBA-RS), e diminuiu as concentrações de glutationa reduzida (GSH) 30 min e 2 h após a injeção. 

Os antioxidantes melatonina e a combinação de α-tocoferol e ácido ascórbico preveniram esses 

efeitos. Também verificamos que a Lis inibiu a atividade da glutationa peroxidase 12 h após a 

injeção, sem alterar as atividades das enzimas catalase, superóxido dismutase e glicose-6-fosfato 

desidrogenase. Considerando que a redução da atividade da Na+,K+-ATPase e o dano oxidativo 

estão associados a neurodegeneração, pode-se presumir que esses efeitos deletérios causados pela 

Lis possam estar  relacionados às manifestações neurológicas encontradas em pacientes portadores 

de doenças caracterizadas pelo acúmulo desse aminoácido.   
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ABSTRACT 

 
Lysine (Lys) is mainly degraded in the mitochondria through lysine-ketoglutarate reductase and 

saccharopine dehydrogenase activities of the bifunctional enzyme α-aminoadipic semialdehyde 

synthase (SAS). The transamination of the amino group to α-ketoglutarate leads to the formation of 

saccharopine, which is converted to acetyl-CoA and enters the citric acid cycle. Lys can be also 

degraded by an alternative pathway in the peroxisomes to release pipecolic acid. Lys accumulation 

in tissues and biological fluids is the biochemical hallmark of patients affected by familial 

hyperlysinemia (FH) and other inherited metabolic disorders. Recent studies have shown that Lys 

induces oxidative stress and energy dysfunction in vitro in rat cerebral cortex, suggesting that Lys 

may be neurotoxic. Therefore, the present study investigated the effects of acute intrastriatal 

administration of Lys on parameters of energy metabolism and oxidative stress in striatum of young 

rats. In some experiments, animals were pre-treated intraperitoneally with melatonin, the 

combination of α-tocopherol and ascorbic acid or creatine for 3 days, one injection per day, after 

which the animals received the intrastriatal injection of Lys. Control animals received the same 

volumes of saline solution. Animals were sacrificed by decapitation without anesthesia 30 min, 2 or 

12 h after intrastriatal injection of either Lys or NaCl and the striatum was dissected and 

homogenized. We verified that Lys in vivo injection did not change the citric acid cycle function 

(14CO2 production from [1-14C]acetate) and creatine kinase activity. In contrast, the amino acid 

significantly inhibited Na+,K+-ATPase activity in striatum prepared 2 and 12 h after injection. 

Moreover, Lys induced lipid peroxidation, as detected by a significant increase of thiobarbituric 

acid-reactive substances (TBA-RS), and diminished the concentrations of reduced glutathione 

(GSH) 30 min and 2 h after injection. The antioxidants melatonin and the combination of α-

tocopherol and ascorbic acid prevented these effects. We also verified that Lys inhibited glutathione 

peroxidase activity 12 h after injection, without altering the activities of superoxide dismutase, 

catalase and glucose-6-phosfate dehydrogenase. Considering that reduction of Na+,K+-ATPase 

activity and oxidative damage are associated with neurodegeneration, it is tempting to speculate that 

high concentrations of Lys may possibly underlie the neurological manifestations in diseases  

characterized by high tissue accumulation of this amino acid.   
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I.1. I�TRODUÇÃO 

 

I.1.1. Erros inatos do metabolismo 

Erros inatos do metabolismo (EIM), termo usado pela primeira vez pelo médico 

britânico Archibald Garrod, são distúrbios hereditários transmitidos de forma autossômica 

recessiva. Individualmente são raros, mas em seu conjunto sua incidência alcança pelo 

menos um para cada mil nascimentos. São usualmente causados por defeitos gênicos, 

levando à perda quase total ou ausência da atividade de uma enzima específica de uma 

determinada rota metabólica. O resultado é um bloqueio da rota metabólica que pode levar 

ao acúmulo de substâncias tóxicas nos tecidos e líquidos biológicos ou à falta de 

substâncias essenciais, acarretando muitas vezes prejuízo no desenvolvimento mental e/ou 

físico dos indivíduos afetados (Del Rio, 1962). Além disso, rotas alternativas também 

podem originar outras substâncias potencialmente tóxicas.  

Dependendo da função exercida pela enzima deficiente e do tecido envolvido, bem 

como dos aspectos clínicos, bioquímicos, patológicos e terapêuticos, os EIM podem ser 

classificados em quatro grupos: desordens de transporte, desordens de armazenamento, 

desordens de síntese e desordens do metabolismo intermediário (Sinclair, 1982). 

  Pacientes portadores de algum tipo de EIM apresentam sintomatologia muito 

variada e inespecífica, mesmo entre aqueles que possuem o mesmo distúrbio. Essa variação 

fenotípica deve-se a diferentes graus de deficiência enzimática, áreas do metabolismo 

envolvidas e tecidos afetados. É comum os pacientes afetados por EIM terem 

acometimento do sistema nervoso central (SNC) com retardo neuropsicomotor e 

neurodegeneração progressiva (Burton, 1987).   



 7

I.1.2. Metabolismo da lisina  

A lisina (Lis), um aminoácido essencial para os seres humanos, é obtida 

essencialmente pela dieta, podendo ser utilizada para a síntese protéica ou degradada a 

acetil-CoA, entrando no ciclo de Krebs e formando ATP. O catabolismo da Lis contribui 

significativamente para a geração de nitrogênio e também como fonte de corpos cetônicos.  

 

  Figura 1. Rota de degradação da lisina. 

  

LisinaLisinaLisinaLisina    

SacaropinaSacaropinaSacaropinaSacaropina    

Semialdeído Semialdeído Semialdeído Semialdeído αααα----aminoadípicoaminoadípicoaminoadípicoaminoadípico    

Ácido Ácido Ácido Ácido     
αααα----AminoadípicoAminoadípicoAminoadípicoAminoadípico    

ÁcidoÁcidoÁcidoÁcido    CetoadípicoCetoadípicoCetoadípicoCetoadípico    

GlutarilGlutarilGlutarilGlutaril----CoACoACoACoA    

GlutaconilGlutaconilGlutaconilGlutaconil----CoACoACoACoA    

CrotonilCrotonilCrotonilCrotonil----CoACoACoACoA    

ββββ----HidróxibutirilHidróxibutirilHidróxibutirilHidróxibutiril----CoACoACoACoA    

AcetoacetilAcetoacetilAcetoacetilAcetoacetil----CoACoACoACoA    

AcetilAcetilAcetilAcetil----CoACoACoACoA    

Semialdeído  
α-aminoadípico sintetase 

Semialdeído  
α-aminoadípico sintetase 

Semialdeído  
α-aminoadípico desidrogenase  

α-Aminoadípico 
 aminotransferase  

Cetoglutarato  
desidrogenase  

Glutaril-CoA  
desidrogenase  

Glutaril-CoA  
desidrogenase  

Enoil-CoA  
hidratase  

β-Hidróxibutiril-CoA  
desidrogenase  

Ácido pipecólico 
oxirredutase  

Ácido Ácido Ácido Ácido αααα----ccccetoetoetoeto----6666----amino hexanóicoamino hexanóicoamino hexanóicoamino hexanóico    

Ácido pipecólicoÁcido pipecólicoÁcido pipecólicoÁcido pipecólico    

Acetil-CoA tiolase  

↓↓↓↓    

↓↓↓↓    

↓↓↓↓    

↓↓↓↓    

↓↓↓↓    

↓↓↓↓    

↓↓↓↓    

↓↓↓↓    

↓↓↓↓    

↓↓↓↓    

↓↓↓↓    

↓↓↓↓    

→→→→    

←←←←    
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A degradação de Lis até acetil-CoA pode ocorrer por duas vias metabólicas distintas, 

a via da sacaropina e a do ácido pipecólico (Figura 1).  

  

I.1.2.1 Via da sacaropina 

A principal via de degradação da Lis ocorre na mitocôndria e o passo inicial 

envolve a transaminação do grupo amino para o α-cetoglutarato resultando na formação da 

sacaropina. No segundo passo a sacaropina é clivada, resultando na formação de 

semialdeído α-aminoadípico e ácido glutâmico. Essas duas reações são catalisadas pela 

enzima bifuncional semialdeído α-aminoadípico sintetase (SAS), sendo o primeiro passo 

catalisado pela atividade enzimática lisina cetoglutarato redutase (LCR [E.C.1.5.1.8]) e o 

segundo catalisado pela atividade sacaropina desidrogenase (SDH [E.C.1.5.1.9]). Após essa 

etapa, o aldeído é oxidado a ácido aminoadípico. Passos posteriores nessa via de 

degradação envolvem a transaminação do grupamento amino para formação do ácido 

cetoadípico e sucessivas descarboxilações para formar primeiramente glutaril coenzima A 

(CoA) e depois crotonil-CoA, que então é oxidado a acetil-CoA  (Figura 2). 

 

Figura 2. Via da sacaropina (Adaptado de Sacksteder et al., 2000). 

Lisina α - Cetoglutarato 

+ 

Sacaropina 

Lisina cetoglutarato Lisina cetoglutarato Lisina cetoglutarato Lisina cetoglutarato     
redutaseredutaseredutaseredutase    

Glutamato Semialdeido α-aminoadípico  

SacaropinaSacaropinaSacaropinaSacaropina    
desidrogenasedesidrogenasedesidrogenasedesidrogenase    

Sacaropina 

+ 
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 A via da sacaropina é ativa em cérebro fetal de ratos, gradualmente diminuindo ao 

longo do desenvolvimento e é pouco ativa em adultos. Já em fígado de ratos, a atividade da 

via da sacaropina gradualmente aumenta durante o desenvolvimento e é a principal via de 

degradação da Lis nesse órgão (Giacobini, 1980; Rao et al., 1992). 

 

I.1.2.2. Via do ácido pipecólico 

Os peroxissomos desempenham um papel importante no metabolismo da Lis em 

mamíferos. É nessas organelas que ocorre a degradação da Lis pela via do ácido pipecólico. 

Essa via funciona quando há um excesso de L-lisina, além de ser a principal rota de 

degradação da D-lisina. O passo inicial é a remoção do grupo amino da Lis por 

desaminação oxidativa. O cetoácido formado cicliza e é reduzido a ácido pipecólico.  Este 

último é o produto da metabolização tanto da L-lisina quanto da D-lisina, sendo 

posteriormente oxidado à semialdeído α- aminoadípico (Figura 3). 

 

Figura 3. Via do ácido pipecólico. 

 

Lisina Ácido α- cetocapróico 

Semialdeído α- aminoadípico  
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Ácido pipecólicoÁcido pipecólicoÁcido pipecólicoÁcido pipecólico    

Ácido pipecólicoÁcido pipecólicoÁcido pipecólicoÁcido pipecólico    
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Durante o desenvolvimento, com a diminuição da metabolização da Lis pela via da 

sacaropina no cérebro, a metabolização de L-lisina parece ocorrer principalmente através da 

via do ácido pipecólico nesse tecido (Chang, 1978; Giacobini, 1980; Rao et al., 1992). 

 

I.1.3. Aminoacidopatias 

 As aminoacidopatias compreendem uma classe de EIM em que um defeito na via 

metabólica de determinado aminoácido leva ao aumento das suas concentrações nos 

líquidos biológicos (sangue, urina, líquor, etc.) e tecidos (Chalmers e Lawson, 1982; 

Fernándes, 2000; Scriver et al., 2001). As aminoacidopatias podem também ser devidas a 

defeitos nos transportadores de aminoácidos presentes na membrana celular, resultando em 

aminoacidúria com níveis plasmáticos normais ou baixos dos aminoácidos que utilizam 

essas proteínas carreadoras (Seymour et al., 1997).  

 Os aminoácidos, além de serem essenciais na síntese protéica, são componentes de 

muitas rotas metabólicas e da síntese de vários neurotransmissores (Ellaway et al., 2002).  

 Pacientes afetados por aminoacidopatias apresentam principalmente sintomas de 

intoxicação e/ou deficiência de energia. A intoxicação se deve ao acúmulo acentuado dos 

aminoácidos proximais ao defeito metabólico e se caracteriza clinicamente por sintomas 

agudos (vômitos, coma, insuficiência hepática, convulsões, distúrbios respiratórios), 

podendo também haver atraso no desenvolvimento físico e psicomotor, hipotonia 

generalizada, cardiomiopatia, acidemia lática, hipoglicemia, morte súbita na infância, 

malformações e outras manifestações. Os sintomas clínicos apresentados por neonatos 

portadores dessas desordens são muito similares às manifestações observadas em casos de 

sepse ou asfixia, dificultando seus diagnósticos.  
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Embora o diagnóstico clínico dessas doenças seja difícil devido à variabilidade da 

sintomatologia, os sinais mais evidentes são neurológicos, o que atesta a susceptibilidade 

do sistema nervoso central à toxicidade dos aminoácidos ou seus derivados. Em vários 

casos, os compostos que se acumulam são nutrientes essenciais em concentrações normais 

e agentes tóxicos em concentrações elevadas. Atraso no diagnóstico ou um tratamento 

inadequado freqüentemente resulta em severa morbidade e alta mortalidade. O tratamento 

agudo em algumas aminoacidopatias com restrição alimentar especifica (proteínas, lipídeos 

ou glicídeos) associado ou não à suplementação de vitaminas (que ajudam nas reações 

enzimáticas) pode resultar em benefício rápido aos pacientes. 

 Quando há suspeita de que o paciente é portador de um erro inato do metabolismo, 

pode-se fazer uma triagem simples para doenças metabólicas hereditárias, objetivando a 

detecção de metabólitos acumulados no sangue e/ou excretados na urina dos afetados. A 

triagem simples contempla uma bateria de testes urinários, bem como cromatografia 

semiquantitativa de aminoácidos no sangue.  

 

I.1.4. Erros inatos do metabolismo da lisina 

 

I.1.4.1. Etiologia e achados laboratoriais 

  O aumento nas concentrações séricas de Lis (hiperlisinemia) é comumente 

observado em vários erros inatos do metabolismo, incluindo a hiperlisinemia familiar, bem 

como em alguns distúrbios do ciclo da uréia, na deficiência da piruvato carboxilase tipo B, 

na acidúria L-2-hidroxiglutárica (Cox, 2001; Nyahan e Ozand, 1998), na acidúria 2-amino-

adípica, na hidroxiquinureninúria e na hidroxilisinúria.  
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 O catabolismo da Lis regula os níveis de Lis em diversos órgãos. É muito ativa em 

tecidos cerebrais (Rao et al., 1992), onde parece ser usada também para a produção de 

glutamato, regulando a transmissão sináptica via receptores glutamatérgicos (Papes et al., 

2001). Defeitos no catabolismo da Lis causam a desordem genética chamada de 

hiperlisinemia familiar, associada com retardo mental em alguns pacientes (Woody, 1964; 

Markovitz et al., 1984). 

 A hiperlisinemia familiar (HF) é uma doença autossômica recessiva caracterizada 

pelo aumento da concentração plasmática de Lis devido a deficiência na enzima bifuncional 

SAS, a primeira enzima da principal rota de degradação da Lis. A forma nativa dessa 

enzima é um tetrâmero com peso molecular de aproximadamente 468 kDa composto por 

quatro subunidades bifuncionais de 115 kDa cada (Papes et al., 2001). As duas atividades 

catalíticas podem ser diferentemente afetadas por mutações (Hoffman, 2006). Na maioria 

dos casos, as duas atividades estão severamente reduzidas, resultando predominantemente 

em hiperlisinemia e hiperlisinúria, acompanhadas por uma leve sacaropinúria 

(hiperlisinemia tipo I). Na hiperlisinemia tipo II ou sacaropinúria (Carson et al., 1969), há 

uma pronunciada redução da atividade SDH com uma atividade residual da LCR, causando 

uma predominante excreção de sacaropina, que normalmente não é encontrada em líquidos 

biológicos de indivíduos normais.  

Em recém-nascidos normais, os níveis plasmáticos de Lis são de aproximadamente 

180 µmol/L (Kamoun et al., 2002). Já nos indivíduos com HF as concentrações de Lis no 

plasma e líquido cerebroespinhal podem atingir até 1,7 mM e 270 µM, respectivamente 

(líquor: controles < 28 µM) (Hoffman, 2006). Nestes pacientes ocorre também uma 

lisinúria de até 15000 mmol/mol creatinina (controles < 70 mmol/mol creatinina). Uma 
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análise detalhada dos metabólitos revelou um acúmulo adicional de sacaropina, 

homoarginina, ácido α-aminoadípico e ácido pipecólico (Przyrembel et al., 2002).  

 

I.1.4.2. Manifestações clínicas e neuropatológicas 

A relação do defeito metabólico com as manifestações clínicas não está bem 

estabelecida na HF. Já foram descritos alguns pacientes sem fenótipo clínico com 

diagnóstico acidental de hiperlisinemia. Outros pacientes portadores dessa doença foram 

detectados devido à investigação em casos de dano neurológico e retardo mental. Nestes 

casos, os sintomas incluíam retardo psicomotor, epilepsia, espasticidade, ataxia e estatura 

baixa (Dancis et al., 1983). Dentre os achados neuropatológicos encontrados em pacientes 

afetados por erros inatos do metabolismo com acúmulo de Lis, foram observadas 

anormalidades nos gânglios da base e atrofia cortical (García-Cazorla et al., 2006, 

Steenweg et al, 2009, Braissant, 2010, Marin-Valencia et al, 2010).  

 

I.1.4.3. Diagnóstico e tratamento 

 A cromatografia de aminoácidos pode ser realizada em camada delgada ou em papel 

(semiquantitativo) (Ersser e Smith, 1976). Quando observamos que o aminoácido está em 

concentração mais elevada, é aconselhável realizar sua medida quantitativa para verificar a 

concentração exata do aminoácido, o que pode ser feito por cromatografia líquida de alta 

eficiência (HPLC) ou cromatografia de troca iônica (analisador automático de aminoácidos) 

(Joseph e Marsden, 1986). O diagnóstico da hiperlisinemia é fundamentalmente laboratorial 

e usualmente feito por um aumento significativo (2 a 50 vezes os valores de referência) na 

concentração sérica de lisina. 



 14

 O diagnóstico confirmatório da deficiência da enzima SAS pode ser feito em 

fibroblastos e biópsia de tecidos pela determinação da degradação de [1-14C] lisina a 14CO2. 

Ensaios específicos para LCR e SDH, bem como a análise molecular também estão 

disponíveis (Dancis, 1979; Sacksteder et al, 2000). 

Durante episódios agudos de descompensação metabólica (jejum prolongado ou 

situações hipercatabólicas), a hiperlisinemia pode estar potencialmente associada a um 

risco elevado de dano cerebral nos pacientes, o que sugere que a redução da Lis alimentar 

deveria ser considerada no tratamento desta doença. Um controle efetivo da dieta é difícil 

por causa da abundância deste aminoácido nas dietas, o que faz necessário o uso de dietas 

sintéticas se o objetivo é reduzir o os níveis plasmáticos de Lis ao nível normal (Cox, 2001). 

 

 

I.1.5. Metabolismo energético cerebral 

O cérebro possui uma intensa atividade metabólica, no entanto suas reservas 

energéticas são extremamente reduzidas em relação à sua demanda. Assim, há a 

necessidade de substratos energéticos para o cérebro de mamíferos, sendo a glicose o 

principal deles e, em contraste com outros tecidos, não necessitando de insulina para ser 

captada e oxidada (Dickinson, 1996). Por outro lado, o padrão de utilização deste nutriente 

varia conforme a etapa do desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC), o estado 

nutricional do indivíduo e o destino de sua cadeia de átomos de carbono (Marks et al., 

1996).  

O ciclo do ácido cítrico é a via comum de oxidação de glicídios, aminoácidos e 

ácidos graxos (aproximadamente 95 % do ATP sintetizado). O metabolismo energético 

cerebral se mostra essencialmente aeróbico (Clarck et al., 1993). As reações anapleróticas, 
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que alimentam o ciclo diretamente com seus intermediários, também fornecem substratos 

para as reações de oxidação no cérebro. Quando não há hipóxia, a fosforilação oxidativa é 

dependente da concentração de ATP, ADP e fosfato inorgânico (Pi) e da razão mitocondrial 

de NADH/NAD+ que é determinada pela atividade da cadeia transportadora de elétrons e 

pela transferência de elétrons provenientes de reações catalisadas por enzimas 

mitocondriais. A cadeia transportadora de elétrons oxida o NADH e bombeia prótons para 

o espaço intermembrana da mitocôndria formando assim um gradiente de prótons que, 

através da passagem pela ATP-sintase, resulta na fosforilação oxidativa (Erecinska e Silver, 

1994). Outro importante sistema que auxilia a manutenção dos níveis cerebrais de ATP é o 

da creatina quinase, que está presente tanto no citosol quanto ligada às membranas 

mitocondriais e catalisa a transferência reversível de um grupamento fosfato da 

fosfocreatina para ADP, gerando ATP. Esse sistema tem sido associado a algumas funções 

particularmente importantes para o cérebro, como tamponamento energético (através da 

regeneração do ATP a da manutenção de níveis baixos de ADP) e transferência de ATP de 

sítios de produção para outros de consumo (Erecinska e Silver, 1994).  

 

I.1.5.1. Creatina quinase 

A enzima creatina quinase (CK) (E.C.2.7.3.2) catalisa a reação reversível de 

transferência do grupamento fosfato do ATP para o grupamento guanidino da creatina (Cr), 

formando fosfocreatina (PCr) e ADP (Figura 4). A CK está presente em grandes 

quantidades em tecidos que requerem altas e flutuantes demandas de energia, como o 

músculo esquelético, o músculo cardíaco e o cérebro (Wyss e Kaddurah-Daouk, 2000). 
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Figura 4. Reação catalisada pela creatina quinase (CK) 

Foram identificadas cinco isoenzimas de CK (duas mitocondriais e três citosólicas), 

cujas subunidades são produzidas por genes distintos com expressão tecido-específica. As 

isoenzimas citosólicas (Cy-CK) existem como dímeros, compostas por dois tipos de 

subunidades (CK-B e CK-M), originando três diferentes isoformas: CK-MM 

(predominante em músculo esquelético adulto), CK-BB (predominante em cérebro) e CK-

MB (predominante em músculo cardíaco) (Manos et al., 1991; Molloy et al., 1992). As 

duas isoenzimas mitocondriais, Mi-CK ubíqua e Mi-CK sarcomérica, são encontradas no 

espaço intermembranas, formando moléculas homodiméricas ou homooctaméricas 

prontamente interconversíveis (Wyss e Kaddurah-Daouk, 2000). A Mi-CK octamérica é 

considerada a forma predominante e ativa in vivo, sendo muito importante para a função da 

enzima (Soboll et al., 1999).  

A Mi-CK interage simultaneamente com as membranas mitocondriais interna e 

externa, permanecendo acoplada à translocase de nucleotídeos de adenina, canal 

transportador do ATP da matriz mitocondrial para o espaço intermembranas. O grupamento 

γ-fosfato do ATP é transferido para a Mi-CK no espaço intermembranas e dessa para a Cr, 

formando ADP e PCr. A PCr sai da mitocôndria e se difunde através do citoplasma até os 

sítios de consumo de energia, onde, por ação das isoenzimas citosólicas (CK-MM, CK-MB 

Creatina 

Creatina quinase 

Fosfocreatina 
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ou CK-BB), irá regenerar o ATP e formar novamente Cr. A Cr liberada retorna para a 

mitocôndria fechando o ciclo (Figura 5) (Wyss e Kaddurah-Daouk, 2000).  

 

Figura 5. Função do sistema Cr/CK/PCr na difusão dos grupamentos fosfato e no tamponamento dos níveis de 

ATP junto aos sítios de consumo.  

 

I.1.5.2. &a
+
,K

+
-ATPase 

A enzima Na+,K+-ATPase é uma proteína transmembrana constituída por dois tipos 

de subunidades: a subunidade α de 110 kDa, que contém os sítios catalíticos e de ligação de 

íons, e a subunidade β, que é uma glicoproteína de 55 kDa de função desconhecida, 

formando uma estrutura dimérica (αβ)2. A função dessa enzima é translocar os cátions Na+ 

e K+ através da membrana plasmática contra seus gradientes de concentração, utilizando a 
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energia fornecida pela hidrólise de ATP. A enzima transporta simultaneamente 3 íons Na+ 

para fora e 2 íons K+ para dentro da célula. A saída de Na+ capacita as células animais a 

controlar osmoticamente seu conteúdo hídrico (Figura 6). Visto que três cargas positivas 

são transportadas para o meio extracelular e somente duas são transportadas para o meio 

intracelular, o fluxo de íons Na+ e K+ produz um gradiente eletroquímico através da 

membrana celular (Lingrel e Kuntzweiler, 1994). Esse gradiente é usado como fonte de 

energia para a despolarização e repolarização do potencial de membrana, para a 

manutenção e regulação do volume celular, para transporte ativo, transporte dependente de 

íons Na+, glicose, aminoácidos, neurotransmissores e para cotransporte/antiporte de outros 

íons (Geering, 1990). Todas as células eucarióticas superiores consomem o ATP para a 

manutenção das concentrações citosólicas e extracelulares de Na+ e K+, sendo que esse 

consumo pode ser da ordem de 40 a 60% nas células neuronais (Whittan, 1962). 

A reação catalisada pela Na+,K+-ATPase é a seguinte: 

    
PiADPK2Na3ATPK2Na3 )racelular(int)arextracelul()arextracelul()arintracelul( +++←

→
++ ++++

 

Alterações nos mecanismos que mantêm o equilíbrio entre a taxa de sódio e potássio 

intra e extracelular podem causar graves consequências nas células do SNC (Erecinska e 

Silver, 1994), tendo sido associadas à despolarização excessiva, instabilidade da membrana 

e descargas paroxísticas (Donaldson et al., 1977). 

Glicosídios cardiotônicos, tais como a digoxina e a ouabaína, inibem a enzima 

Na+,K+-ATPase, ligando-se a um sítio específico na porção extracelular da proteína 

(Lingrel e Kuntzweiler, 1994). Baixas doses de ouabaína (0,1 nmol), quando injetadas 

intracerebralmente em ratos, produzem lesões neuronais seletivas e, em altas doses (1 

nmol), produzem necrose celular e infarto (Lees et al., 1990). O efeito de radicais livres 
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sobre a Na+,K+-ATPase tem sido citado como a principal fonte de dano celular na 

reperfusão ocorrida após uma isquemia do miocárdio. Estudos têm demonstrado uma 

inibição in vitro da enzima quando exposta a radicais livres ou sistemas artificiais 

produtores de radicais livres (Hitschke et al., 1994; Tsakiris et al., 2000). 

 

Figura 6. Transporte transmembrana de íons realizado pela enzima Na+,K+-ATPase. (Adaptado de Alberts et 

al., 2002). 

 

I.1.6. Radicais livres 

Radicais livres são moléculas ou átomos que contêm um ou mais elétrons 

desemparelhados e possuem a capacidade de existir de forma independente (Southorn e 

Powis, 1988; Halliwell e Gutteridge, 2007). O desemparelhamento de elétrons, situação 

energeticamente instável, é o que confere alta reatividade a essas espécies. Os radicais 

livres podem ser formados pela perda de um elétron de um não-radical ou pelo ganho de 

um elétron por um não-radical. Radicais podem também ser formados em um processo de 

fissão homolítica, no qual uma ligação covalente é quebrada e cada elétron do par 

compartilhado permanece com cada um dos átomos envolvidos (Halliwell e Gutteridge, 
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2007). Quando um radical livre reage com um composto não-radical, outro radical livre 

pode ser formado; assim, a presença de um único radical pode iniciar uma seqüência de 

reações em cadeia de transferência de elétrons (redox) (Maxwell, 1995). Nas reações em 

cadeia induzidas pelos radicais livres, um radical reativo leva à formação de um produto 

que também é um radical livre e que, por sua vez, reage produzindo um terceiro radical. 

Em condições fisiológicas do metabolismo celular aeróbio, o oxigênio molecular 

(O2) sofre redução tetravalente, com aceitação de quatro elétrons, resultando na formação 

de água (H2O). No entanto, aproximadamente 5% do oxigênio utilizado na cadeia de 

transporte de elétrons mitocondrial não é completamente reduzido à água, podendo ser 

convertido a intermediários reativos como os radicais superóxido (O2
•−) e hidroxila (OH•), 

e também o peróxido de hidrogênio (H2O2), processo esse que pode ser exacerbado em 

condições patológicas (Boveris e Chance, 1973; Roede e Jones, 2010). 

 O termo genérico espécies reativas de oxigênio (ERO) é usado para incluir não só 

os radicais formados pela redução do O2 (O2
•− e OH•), mas também alguns não-radicais 

derivados do oxigênio, como o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o oxigênio singlet (1O2) 

(Halliwell e Guteridge, 2007). Além dessas, existem ainda as espécies reativas de 

nitrogênio (ERN), sendo o óxido nítrico (NO•) e o peroxinitrito (ONOO-) as principais 

representantes.  

 

I.1.7. Defesas antioxidantes 

 Antioxidantes são substâncias endógenas ou exógenas que reduzem a formação de 

radicais livres ou reagem com os mesmos, neutralizando-os. Embora diferindo na 

composição, as defesas antioxidantes estão amplamente distribuídas no organismo e 
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compreendem agentes que removem cataliticamente os radicais livres, como as enzimas 

superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glicose-6-

fosfato desidrogenase (G6PD), dentre outras; proteínas que minimizam a disponibilidade de 

pró-oxidantes (íons de ferro e cobre, por exemplo), ao se ligarem aos mesmos, como as 

transferrinas; proteínas que protegem biomoléculas de danos (incluindo dano oxidativo) por 

outros mecanismos; agentes de baixo peso molecular que aprisionam espécies reativas de 

oxigênio e nitrogênio, como glutationa reduzida (GSH), α-tocoferol, ácido ascórbico e a 

bilirrubina (Halliwell e Gutteridge. 2007a) 

 

 

I.1.8. Estresse oxidativo 

 Espécies reativas são necessárias para a função normal da célula, servindo como 

moléculas de sinalização para importantes papéis fisiológicos. Elas são continuamente 

produzidas e neutralizadas por sistemas de defesa antioxidante. No entanto, quando 

produzidos em altas concentrações ou quando as defesas antioxidantes estão deficientes, as 

espécies reativas podem causar dano celular. Se o aumento de espécies reativas é 

relativamente pequeno, a resposta antioxidante será suficiente para compensar esse 

aumento. No entanto, sob certas condições patológicas, a produção de espécies reativas está 

muito aumentada, e as defesas antioxidantes podem ser insuficientes para restabelecer a 

homeostase redox.  

 O rompimento entre o equilíbrio pró-oxidante e antioxidante é descrito como 

estresse oxidativo, e pode representar um mecanismo fundamental envolvido em doenças 

humanas (Halliwell e Gutteridge, 2007; Sies, 1985). O estresse oxidativo pode resultar 

tanto de uma diminuição das defesas antioxidantes quanto de uma produção aumentada de 
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oxidantes, bem como da liberação de metais de transição ou a combinação de quaisquer 

desses fatores (Halliwell, 2001). 

 O estresse oxidativo pode promover adaptação, dano ou morte celular: 

• Adaptação: as células podem tolerar um estresse oxidativo moderado, que 

geralmente resulta em um aumento da síntese de sistemas de defesa antioxidante a 

fim de restaurar o balanço pró-oxidante / antioxidante.  

• Dano celular: o estresse oxidativo pode provocar dano a alvos moleculares (DNA, 

proteínas, carboidratos e lipídios) (Halliwell e Gutteridge, 2007b). Nesses casos, a 

resposta à injúria tecidual pode ser reversível: a célula entra em um estado de 

homeostase alterado temporário ou prolongado, que não leva à morte celular.  

• Morte celular: pode ocorrer tanto por necrose quanto por apoptose. Na morte celular 

por necrose, a célula incha e se rompe, liberando seu conteúdo para o meio 

extracelular. Pode haver a liberação de antioxidantes, como a catalase e a GSH, e 

também de pró-oxidantes, como os íons cobre e ferro e proteínas do grupo heme, 

agentes esses que podem afetar as células adjacentes, podendo até mesmo induzi-las 

a um estresse oxidativo. Já na apoptose, o mecanismo intrínseco de morte celular 

programada é ativado e não há a liberação do conteúdo celular. A apoptose pode 

estar acelerada em certas doenças, tais como as desordens neurodegenerativas, 

havendo envolvimento do estresse oxidativo (Halliwell e Gutteridge, 2007a).  

 

I.1.9. Mecanismos de dano celular induzido por radicais livres 

As ERO e ERN ocorrem tanto em processos fisiológicos quanto patológicos do 

organismo. Fisiologicamente essas espécies reativas apresentam diversas funções (Bergendi 
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et al., 1999). Assim, um aumento da liberação local de radicais livres pode ser benéfico, 

como é o caso da liberação de espécies oxidantes pelos neutrófilos, que podem atuar na 

defesa do hospedeiro contra uma infecção (Delanty e Dichter, 1998). Participam ainda de 

processos de sinalização celular e também estão envolvidos na síntese e regulação de 

algumas proteínas (Ward e Peters, 1995).  

Por outro lado, quando formadas em excesso, essas espécies altamente reativas têm 

o potencial de oxidar moléculas biológicas incluindo proteínas, lipídios e DNA (Maxwell, 

1995). Com relação aos efeitos prejudiciais das reações oxidantes ao organismo, os radicais 

livres podem promover lipoperoxidação; podem causar a oxidação de lipoproteínas de 

baixa densidade (LDL); podem reagir com proteínas, levando à sua inativação e 

consequente alteração de sua função; e podem também reagir com o DNA e RNA, levando 

a mutações somáticas e a distúrbios de transcrição (Delanty e Dichter, 1998), dentre outros 

efeitos. 

 

I.1.9.1. Suscetibilidade cerebral ao dano oxidativo 

 O cérebro é altamente dependente de energia para o seu funcionamento normal e a 

mitocôndria é a estrutura intracelular responsável pela produção dessa energia. Para a 

produção eficiente de energia na forma de ATP, a mitocôndria possui uma alta demanda 

por oxigênio, já que utiliza uma grande quantidade de O2 em uma massa de tecido 

relativamente pequena. O alto consumo de O2  se traduz em um aumento da atividade da 

cadeia respiratória, resultando em um aumento na produção do radical superóxido pela  

dispersão dos elétrons  
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 Além disso, as membranas celulares ricas em ácidos graxos de cadeia lateral 

poliinsaturada (PUFA) são especialmente sensíveis ao ataque oxidativo de radicais livres.  

Outros fatores, tais como alto conteúdo de ferro, o qual favorece a lipoperoxidação e 

autooxidação de neurotransmissores (Zaleska e Floyd, 1985), a grande quantidade de 

microglia e macrófagos residentes do sistema nervoso que podem produzir O2
•− e H2O2 e a 

modesta defesa antioxidante (baixos níveis de catalase) (Halliwell, 1996; Halliwell e 

Gutteridge, 2007a) aumentam a suscetibilidade do cérebro ao dano causado por radicais 

livres.  

  

I.1.9.2. Estresse oxidativo e aminoacidopatias 

 Numerosas evidências sugerem que os radicais livres e o estresse oxidativo possam 

estar envolvidos na patogênese do dano neurológico de várias doenças neurodegenerativas, 

como doença de Alzheimer, doença de Parkinson e esclerose lateral amiotrófica. Nos 

últimos anos, foi também verificado que vários metabólitos acumulados em alguns EIM 

com comprometimento severo do SNC, incluindo aminoacidopatias, induzem estresse 

oxidativo no cérebro de animais experimentais (Latini et al., 2007; Ribeiro et al., 2007; 

Feksa et al., 2008; Kessler et al., 2008; Zugno et al., 2008) e em seres humanos (Sitta et al., 

2006; Deon et al., 2007; Barschak et al., 2008a,b; Deon et al., 2008), indicando que os 

compostos acumulados nestas doenças possam causar dano oxidativo.  Além disso, a 

terapia com dietas restritivas também pode alterar o status antioxidante das células, em 

pacientes acometidos por EIM, contribuindo para o aumento do estresse oxidativo (Artuch 

et al., 2004).   

 Dentre as aminoacidopatias, estudos recentes demonstram que a suplementação com 

antioxidantes, tanto em pacientes portadores de fenilcetonúria quanto em modelos animais 
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para a doença, parece atenuar ou reverter o dano oxidativo induzido por altas concentrações 

de fenilalanina (Sitta et al., 2010; Moraes et al., 2010, Fernandes et al., 2010). Esses 

resultados indicam uma possível toxicidade induzida pelo aminoácido, gerando dano 

oxidativo, pelo aumento na produção de espécies reativas ou ainda pela diminuição de 

antioxidantes.  

 Diversos outros estudos com desordens metabólicas mostram que o acúmulo de 

certos aminoácidos induz peroxidação lipídica, aumento na produção de espécies reativas 

de oxigênio, diminuição da atividade de importante enzimas antioxidantes, levando a um 

desequilíbrio na homeostasia celular e dano oxidativo. Dentre essas doenças, podemos citar 

hiperglicinemia não cetótica, hiperprolinemia tipo II, doença do xarope do bordo, 

hipertriptofanemia, hiperlisinemia e a síndrome HHH (Delwing et al., 2003; Delwing et al., 

2005; Barschak, et al., 2009; Feksa et al., 2006; Leipnitz et al., 2009; Seminotti et al., 2008; 

Amaral et al., 2009).    
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I.2. OBJETIVOS 

 

I.2.1. Objetivo geral 

O presente trabalho teve como objetivo estudar os efeitos ex vivo da administração 

intraestriatal de lisina sobre vários parâmetros de estresse oxidativo e metabolismo 

energético em estriado de ratos jovens, no intuito de verificar alterações bioquímicas que 

possam contribuir para o entendimento dos mecanismos responsáveis pelo dano cerebral 

apresentados por pacientes acometidos por doenças metabólicas onde a lisina se encontra 

em concentrações elevadas.  

 

I.2.2. Objetivos específicos 

 

• Estudar os efeitos ex vivo da administração intraestriatal de 4 µmol de lisina sobre a 

produção de 14CO2 a partir de [1-14C]acetato (atividade do ciclo do ácido cítrico) em 

estriado de ratos jovens, 30 min, 2h e 12h após a injeção. 

 

• Estudar os efeitos ex vivo da administração intraestriatal de 4 µmol de lisina sobre a 

atividade das enzimas Na+,K+-ATPase e creatina quinase (CK) em estriado de ratos 

jovens, 30 min, 2h e 12h após a injeção. 

 

• Estudar os efeitos ex vivo da administração intraestriatal de 4 µmol de lisina sobre os 

níveis de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBA-RS), os níveis de glutationa 

reduzida (GSH) e o conteúdo de sulfidrilas em estriado de ratos jovens, 30 min, 2h e 

12h após a injeção. 
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• Estudar os efeitos ex vivo da administração intraestriatal de 4 µmol de lisina sobre a 

atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), 

superóxido dismutase (SOD) e glicose-6-fosfato desidrogenase em estriado de ratos 

jovens, 30 min, 2h e 12h após a injeção. 
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II.1. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

II.1.1. Animais de experimentação 

Foram utilizados ratos Wistar de 30 dias de idade, de ambos os sexos, fornecidos 

pelo Biotério do Departamento de Bioquímica, ICBS, UFRGS. Os ratos foram mantidos em 

ciclos de claro-escuro de ±12 horas a uma temperatura de 24±1°C. Os animais tinham livre 

acesso à água e ao alimento (ração Supra ou Purina, São Leopoldo, RS). A utilização dos 

animais seguiu um protocolo experimental aprovado pelo Comitê de Ética do Hospital de 

Clínicas de Porto Alegre e os Princípios de Cuidados de Animais de Laboratório (Principles 

of Laboratory Animal Care, Instituto Nacional de Saúde dos Estados Unidos da América, 

NIH, publicação número 85-23, revisada em 1985). Foram feitos todos os esforços para 

minimizar o número e o sofrimento dos animais a serem utilizados nos experimentos. 

  

II.1.2. Reagentes  

Todos os reagentes utilizados no presente trabalho foram de grau de pureza pró-

análise (P.A.). O aminoácido Lis foi sempre dissolvido em água e teve seu pH ajustado a 

7,4, no dia da realização dos ensaios. 

 

II.1.3. Equipamentos e outros materiais 

 Agitador magnético Thermolyne modelo Maxi Mix Plus; Agitador de tubos Daigger;  

Balança BEL Engineering; Balança analítica digital Sartorius; Banho-maria Fisatom; 

Centrífuga refrigerada de alta velocidade Hitachi; Destilador; Espectrofluorímetro Hitachi 

F-4500 com agitador magnético e temperatura controlada; Freezer -20°C Prosdóscimo 

modelo H5; Guilhotina; Ímã como agitador magnético; Leitor de microplacas M5 
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Molecular Devices; Material cirúrgico: tesouras, bisturis e espátulas; Micropipetas de 

volume regulável Gilson; Microplacas pretas e transparentes de 96 poços; Potenciômetro 

modelo Tec-2 (Tecnal); Seringas Hamilton; Tubos plásticos Eppendorffs; Vidraria: 

provetas, pipetas graduadas, potter de vidro, balões volumétricos, placas de Petri, pipetas 

Pasteur, tubos de ensaio, funis, béqueres, cubetas, cubas.  

 

II.1.4. Procedimento cirúrgico 

II.1.4.1. Anestesia  

Antes da cirurgia, os animais foram anestesiados com a mistura de cetamina 

(Francotar, Virbac) e xilazina (Coopazine; Coopers). O anestésico cetamina foi 

administrado por via intraperitoneal (i.p.) conjuntamente com o 

sedativo/miorrelaxante/analgésico xilasina, respectivamente nas doses de 75mg/kg e 

10mg/kg (Flecknell, 1996). 

 

II.1.4.2. Coordenadas do estriado  

As coordenadas para injeção intraestriatal (I.E.) de Lisina, medidas a partir do 

bregma, foram: AP: antero-posterior; LL: látero-lateral; DV: dorso-ventral, sempre com 

inclinação da cabeça de -0,33 cm, a partir de indicações do Atlas de Paxinos & Watson 

(1986). 

Estriado: AP= ± 0,6 mm; LL= ± 2,6 mm; DV= ± 4,5 mm 

 A posição correta das coordenadas foi verificada através de cirurgias-piloto, com 

injeção de azul de metileno 4% dissolvido em solução salina. 
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II.1.4.3. Craniotomia e injeção de lisina 

Cada animal foi cuidadosamente colocado em um aparelho estereotáxico (David 

Kopf, modelo 1404), sua cabeça imobilizada com barras inter-auriculares e a barra de 

pressão do incisivo (inclinação de -0,33 cm), sendo, então, a superfície de seu crânio 

exposta mediante incisão sagital com um bisturi com lâminas de número 20 ou 21. 

Uma craniotomia bilateral foi realizada com o emprego de uma broca odontológica 

nos locais (sobre o crânio exposto) correspondentes às coordenadas antero-posteriores (AP) 

e látero-laterais (LL) do estriado. 

Foi injetado 1 µl do aminoácido Lis (4 µmol) nos ratos testes ou 1 µl de uma 

solução de NaCl (4 µmol) nos ratos controles, lentamente durante 3 minutos em ambos os 

estriados, utilizando-se uma agulha fina (calibre 30) conectada por um tubo de polietileno a 

uma seringa Hamilton de 10 µL. A agulha foi mantida no local por mais um minuto antes 

de ser suavemente removida, sendo o tempo cirúrgico de aproximadamente 4 minutos para 

cada hemisfério. O grupo controle recebeu injeção I.E. de solução de NaCl de maneira 

semelhante. 

Em alguns experimentos, os animais foram pré-tratados i.p. com melatonina (100 

mg/kg), a combinação de α-tocoferol (vitamina E; 40 mg/kg) e ácido ascórbico (vitamina C; 

100 mg/kg), creatina (50 mg/kg) ou N-acetilcisteína (150 mg/kg) por 3 dias, uma injeção 

por dia, após a qual eles receberam uma injeção aguda de Lis. Animais controles receberam 

os mesmos volumes de uma solução salina (0,9 % NaCl). Doses de melatonina, α-tocoferol 

mais ácido ascórbico, creatina e N-acetilcisteína foram escolhidos de acordo com Sigala e 

colaboradores (2006), Wyse e colaboradores (2002), Ribeiro e colaboradores (2009) e 

Viegas e colaboradores (2010) respectivamente. 



 32

 

II.1.5. Sacrifício dos animais e dissecção do estriado 

Os animais foram sacrificados por decapitação 30 minutos, 2 horas ou 12 horas após 

o procedimento cirúrgico. O cérebro foi rapidamente retirado, o sangue removido, os 

bulbos olfatórios, ponte, medula, córtex cerebral e o cerebelo foram descartados e o 

estriado foi rapidamente dissecado.  

 

II.1.6. Preparação das amostras 

II.1.6.1. Produção de CO2 

 O estriado foi pesado e homogeneizado no tampão específico usado para cada 

técnica. Para os experimentos de medida da produção de CO2, o estriado foi 

homogeneizado (1:10, w/v) em tampão Krebs-Ringer bicarbonato, pH 7,4.  

 

II.1.6.2. Atividade da quinase (CK)  

Para a determinação da atividade da enzima creatina quinase (CK), o estriado foi 

homogeneizado (1:10, w/v) em uma solução salina isosmótica, centrifugado a 800 × g por 

10 min e o sobrenadante usado para as análises bioquímicas.  

 

II.1.6.3. Atividade da &a
+
,K

+
-ATPase  

 Membranas plasmáticas sinápticas isoladas de estriado de ratos foram usadas para a 

determinação da atividade da enzima Na+,K+-ATPase. O tecido foi homogeneizado em 10 

volumes de uma solução de sacarose 0,32 mM contendo 5,0 mM HEPES e 1,0 mM EDTA. 

As membranas plasmáticas sinápticas foram preparadas de acordo com o método de Jones e 

Matus (1974), usando um gradiente de sacarose descontínuo que consiste de sucessivas 
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camadas de 0,3, 0,8 e 1,0 M. Após uma centrifugação a 69.000 × g por 2 horas, a fração 

entre as interfaces 0,8–1,0 M de sacarose foi retirada, constituindo-se na preparação de 

membranas sinápticas.  

 

II.1.6.3. Parâmetros de estresse oxidativo 

Para a avaliação dos parâmetros de estresse oxidativo, foram utilizadas preparações 

de estriado de ratos machos. O estriado foi homogeneizado em 10 volumes (1:10, w/v) de 

tampão fosfato de sódio 20 mM, pH 7,4, contendo 140 mM KCl. O homogeneizado foi 

centrifugado a 750 × g por 10 min a 4 ºC para descartar núcleos e restos celulares (Evelson 

et al., 2001). O precipitado foi descartado e o sobrenadante, uma suspensão de uma mistura 

de organelas preservadas contendo mitocôndrias, foi separado e usado nas análises.  

 

II.1.7. Avaliação de parâmetros de metabolismo energético 

II.1.7.1. Produção de 
14

CO2 a partir de [1-
14

C]acetato 

Para a produção de 14CO2, homogeneizado de estriado, contendo aproximadamente 

1,5–2 mg de proteína, foi pré-incubado em pequenos tubos (11 cm3) em um banho 

metabólico com agitação a 37 ºC por 30 minutos. Após a pré-incubação, 0,1 µCi [1-14C]-

acetato e 25 µL de uma solução 20 mM de acetato não marcado (concentração final no 

meio de incubação de 1,0 mM) foram adicionados ao meio de incubação em um volume 

final de 500 µL. Os frascos contendo poços de vidro com papel filtro dobrado em forma de 

“W” foram aerados com uma mistura O2:CO2 (95:5) e vedados com parafilme. 

Transcorrida uma hora de incubação a 37 ºC, a reação foi interrompida pela adição de 200 

mL de TCA 50%. Foram adicionados então 100 µL de hiamina ou NaOH dentro dos poços 
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de vidro com a ajuda de agulhas introduzidas através da tampa de borracha. Os frascos 

foram novamente vedados e devolvidos ao banho por 30 min para que o CO2 pudesse ser 

incorporado ao papel filtro impregnado com hiamina ou NaOH. Terminado esse 

procedimento, o papel filtro foi retirado com o auxílio de uma pinça e foram transferidos 

para vials contendo líquido de cintilação e a radioatividade foi medida (Dutra-Filho et al., 

1995). Resultados foram expressos como pmol de acetato oxidado /h/mg de proteína. 

 

II.1.7.2. Determinação da atividade da creatina quinase (CK) 

A atividade da CK foi medida em sobrenadantes de homogeneizado total de 

estriado, usando uma mistura reacional contendo Tris–HCl 60 mM pH 7,5, fosfocreatina 7 

mM, MgSO4 9 mM, lauril maltosídeo 0,625 mM e aproximadamente 0,4 – 1,2 µg de 

proteína num volume final de 100 mL. Após 10 min de pré-incubação a 37 ºC, a reação 

começou pela adição de ADP 0,3 mmol. A reação foi parada após 10 min pela adição de 1 

mmol de ácido p-hidroximercuribenzóico (pHMB). A creatina formada foi estimada de 

acordo com o método colorimétrico de Hughes (1962) com algumas modificações descritas 

anteriormente (da Silva et al., 2004). A coloração foi obtida pela adição de 100 µL de α- 

naftol 2% e 100 µL de diacetil 0,05% em um volume final de 1 mL e lido por 

espectrofotometria a 540 nm após 20 min. Resultados foram expressos como µmol 

creatina/min/mg de proteína.  

 

II.1.7.3. Determinação da atividade da &a
+
,K

+
-ATPase 

O meio de reação para o ensaio da atividade da Na+,K+-ATPase continha MgCl2 5 

mM, NaCl 80 mM, KCl 20 mM, tampão Tris-HCl 40 mM, ph 7,4, e membranas sinápticas 

purificadas (contendo aproximadamente 3 µg de proteínas) em um volume final de 200 µL. 
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O ensaio enzimático ocorreu a 37ºC durante 5 minutos e começou com a adição de ATP  

em uma concentração final de 3 mM. A reação foi parada pela adição de 200 µL de ácido 

tricloroacético 10%.  A atividade da Mg2+-ATPase foi avaliada sob as mesmas condições 

com a adição de 1 mM de ouabaína. A atividade da Na+,K+-ATPase foi calculada pela 

diferença entre os dois ensaios (Tsakiris and Deliconstantinos, 1984). Fosfato inorgânico 

(Pi) liberado durante a incubação foi medido pelo método de Chan e colaboradores (1986). 

A atividade enzimática foi expressa como nmol Pi liberado/min/mg de proteína.   

 

II.1.8. Avaliação de parâmetros de estresse oxidativo 

II.1.8.1. Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBA-RS) 

Os níveis de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBA-RS) foram 

determinados de acordo com o método de Yagi (1998) modificado. Um volume de amostra 

(contendo aproximadamente 0,3 mg de proteínas) foi adicionado a dois volumes de ácido 

tricloroacético 10 % e de um volume de ácido tiobarbitúrico 0,67 % preparado em sulfato 

de sódio. Os tubos contendo a mistura foram incubados durante 90 min em banho de água 

fervente e após a incubação resfriados durante 5 min. A formação de TBA-RS gera uma 

coloração rósea que foi extraída com 450 µL de butanol. A fluorescência da fase orgânica 

foi lida a 515 nm e 553 nm como comprimentos de onda de excitação e emissão, 

respectivamente, em fluorímetro. A curva de calibração foi realizada utilizando-se 1,1,3,3-

tetrametoxipropano e submetida ao mesmo tratamento que as amostras. Os níveis de TBA-

RS foram calculados como nmol / mg de proteína. 
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II.1.8.2. Determinação dos níveis de glutationa reduzida (GSH) 

As concentrações de GSH foram determinadas através do método descrito por 

Browne e Armstrong (1998). As amostras foram diluídas em 10 volumes de tampão fosfato 

de sódio, pH 8,0 contendo EDTA 5mM. Foram adicionados a 100 µL dessa preparação 

(contendo aproximadamente 0,3 mg de proteínas) 100 µL de ο-ftaldeído (1mg / mL 

preparado em metanol) e a mistura foi incubada durante 15 minutos a temperatura ambiente 

e posteriormente lida em fluorímetro a 350 nm (emissão) e 420 nm (excitação). As 

concentrações de GSH foram calculadas a partir de uma curva padrão de GSH (0,01 – 1 

mM) como nmol / mg de proteína.  

 

II.1.8.3. Medida de grupamentos sulfidrilas 

A medida de grupos sulfidrilas foi feita utilizando um ensaio baseado na redução de 

tiois a partir do ácido 5,5´- ácido ditio bis (DTNB), gerando um produto final amarelo 

medido espectrofotometricamente a 412nm (Kowaltowski et al., 1997).  Um mL de DTNB 

0,1mM preparado em tampão TRIS 0,5M contendo 0,5mM de EDTA, pH 8,0 foi 

adicionado à amostra (contendo aproximadamente 0,3 mg de proteínas), e incubado a 

temperatura ambiente e no escuro por 30 minutos. A absorvância foi medida a 412nm e o 

resultado foi expresso nmolsTNB/mg de proteínas. 

 

II.1.8.4. Medida da atividade da glutationa peroxidase (GPx) 

  A atividade da GPx foi determinada pelo método de Wendel (1981) usando 

hidroperóxido de tert-butila como substrato. Em uma cubeta de quartzo foram adicionados 

os seguintes reagentes: 600 µL de tampão fosfato de potássio 100 mM, pH 7,0, contendo 

EDTA 1 mM, 10 µL de azida sódica 40 mM, 15 µL de glutationa 100 mM, 15 µL 
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glutationa redutase 10 U/ml, 10 µL NADPH 10 mM e 10 µL de amostra (3 µg de proteína). 

Esta mistura foi incubada a 25º C durante 1 minuto  para estabilizar o meio e após foram 

adicionados 50 µL de hidroperóxido de tert-butila 10 mM para iniciar a reação. Os brancos 

foram preparados substituindo a amostra por tampão fosfato. A queda da absorvância a 340 

nm foi lida durante 240 segundos e a atividade da GPx calculada utilizando-se o coeficiente 

de extinção do NADPH a 340 nm de 6,2 mM-1 cm-1. A atividade da GPx foi calculada 

como U/mg de proteína (1U = 1 µmol NADPH consumido/min). 

 

II.1.8.5. Medida da atividade da catalase (CAT) 

A atividade desta enzima foi determinada através do método de Aebi (1984). Em 

100 µL do sobrenadante foram adicionados 10 µl de Triton 0,1 % seguido de agitação, esta 

mistura foi conservada em banho de gelo durante 15 minutos. Em 50 mL de tampão fosfato 

de potássio 10 mM pH=7,0 foram adicionados 100 µl de H2O2 30% (V/V) e 10 µL de 

amostra (1 µg de proteína). Foram pipetados 600 ml deste meio em cubeta de quartzo, e o 

aparelho estabilizado contra um branco corrido separadamente de tampão fosfato. Após 

adição de 25 ml de amostra foi realizada a leitura da queda da absorvância do H2O2 em 

espectrofotômetro a 240 nm, em temperatura ambiente (220C ± 2), durante 100 segundos. 

Para o cálculo da CAT utilizou-se o coeficiente de extinção do H2O2 de 43.6 mM-1cm-1. 

Os resultados da atividade da CAT foram expressos em U/mg proteína (1U = 1 mmol H2O2 

consumido/min). 

 

II.1.8.6. Medida da atividade da superóxido dismutase (SOD)  

A atividade da SOD foi medida de acordo com Marklund (1985), baseando-se na 

capacidade do piragalol de se autoxidar em um processo altamente dependente de O2
•-, que 
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é um substrato para a SOD. A inibição da autooxidação desse composto ocorre na presença 

da SOD, cuja atividade pode ser indiretamente medida no espectrofotômetro à 420 nm. O 

meio de reação continha tampão Tris 50 mM, ácido etilenodiaminotetracético, pH 8,2, 

catalase 80 U / mL, piragalol 0,38 mM e aproximadamente 1 µg de proteína da amostra. 

Uma curva de calibração foi feita com SOD purificada como padrão para calcular a 

atividade da SOD presente nas amostras. Os resultados foram expressos como U / mg de 

proteína.  

 

II.1.8.7. Medida da atividade da Glicose – 6- fosfato desidrogenase (G6PD) 

 A atividade da G6PD foi avaliada através do método de Leong e Clark (1984), no 

qual a mistura da reação (1 mL) contendo: Tris–HCl 100 mM pH 7.5, MgCl2 10 mM, 

NADP+  0.5 mM e 10 µL de amostra (3 µg de proteína). A reação foi iniciada pela adição 

de glicose-6-fosfato 1 mM e a cinética da enzima foi lida em espectrofotômetro  a 340 nm. 

Uma unidade de G6PDH corresponde a 1 mmol de substrato transformado por minuto e a 

atividade específica foi representada por U / mg de proteína. 

 

II.1.9. Dosagem de proteínas 

A determinação da concentração de proteínas foi feita através do método de 

Bradford et al. (1976) para os ensaios da atividade da Na+,K+-ATPase e pelo método de 

Lowry et al. (1951)  para a medida dos outros parâmetros, usando como padrão a albumina 

sérica bovina. 
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II.1.10. Análise estatística 

 Os resultados estão apresentados como média ± desvio padrão. Os ensaios foram 

realizados em duplicata e a média foi utilizada para análise estatística. Os dados foram 

analisados por teste de Student para amostras não pareadas ou por análise de variância de 

uma via (ANOVA) seguida do teste de raios múltiplos de Duncan, quando o valor de F foi 

significativo, usando o programa SPSS versão 16. As análises foram consideradas 

significativas quando o P < 0,05. 
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II.2. RESULTADOS 

 

II.2.1. Efeito da administração intraestriatal de lisina (Lis) sobre a produção de 14CO2 

a partir de [1-14C] acetato (atividade do ciclo do ácido cítrico, CAC) em estriado de 

ratos jovens 30 minutos, 2 e 12 horas após a injeção 

 Inicialmente estudamos o efeito da administração intraestriatal de lisina (Lis, 

4µmol) sobre a atividade do ciclo do ácido cítrico (CAC) determinada pela produção de 

14CO2 a partir de [1-14C] acetato em homogeneizado de estriado de ratos sacrificados 30 

min, 2 ou 12 horas após injeção de Lis ou NaCl. A tabela I mostra que a produção de 14CO2 

a partir de [1-14C]acetato não foi alterada pela Lis. 

 

Tabela I. Efeito da administração de lisina (Lis) sobre a produção de 14CO2 a partir de [1-

14C] acetato (função do ciclo do ácido cítrico - CAC) em estriado de ratos.  

Atividade 

30 min 2 h 12 h 

NaCl Lis NaCl Lis NaCl Lis 

CAC 79,5 ± 7,2  82,5 ± 5,3 60,0 ± 1,8  62,1 ± 16,6 72,1 ± 0,3  73,5 ± 0,4  

 

Valores são expressos como media ± desvio padrão de experimentos realizados com 

amostras de estriado obtidas de 5 animais, em triplicata. A produção de 14CO2 a partir de 

[1-14C] acetato é expressa como pmol de acetato oxidado/h/mg de proteína.   
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II.2.2. Efeito da administração intraestriatal de lisina (Lis) sobre a atividade da 

enzima creatina quinase em estriado de ratos jovens 30 minutos, 2 e 12 horas após a 

injeção.  

 Também verificamos que a atividade da creatina quinase (CK) em sobrenadante de 

estriado de ratos sacrificados 30 min, 2 ou 12 horas após injeção de Lis ou NaCl. Como a 

tabela II mostra, a atividade dessa enzima não foi alterada pela Lis. 

 

Tabela II. Efeito da administração de lisina (Lis) sobre a atividade da creatina quinase (CK) 

em estriado de ratos.  

Atividade 

30 min 2 h 12 h 

NaCl Lis NaCl Lis NaCl Lis 

CK 1,98 ± 0,30  2,22 ± 0,20 7,81 ± 0,51  7,94 ± 0,39 2,66 ± 0,18  2,60 ± 0,06  

 

Valores são expressos como media ± desvio padrão de experimentos realizados com 

amostras de estriado obtidas de 5 animais, em triplicata. A atividade da CK é expressa 

como µmol creatina/min/mg de proteína. 
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II.2.3. Efeito da administração intraestriatal de lisina (Lis) sobre a atividade da 

enzima �a+,K+ATPase de membranas plasmáticas sinápticas de estriado de ratos 

jovens 30 minutos, 2 e 12 horas após a injeção 

A figura 7 mostra o efeito da administração intraestriatal de Lis sobre a atividade da 

enzima Na+,K+-ATPase de membranas plasmáticas sinápticas de estriado de ratos 

sacrificados 30 min, 2 ou 12 horas após injeção de Lis ou NaCl. Verificamos que a Lis 

provocou uma inibição significativa na atividade da Na+,K+-ATPase sináptica em ratos 

sacrificados 2 h (t(8) = 2.409; P < 0.05) ou 12 h (t(8) = 2.831; P < 0.05) após injeção, sem 

alterar essa atividade 30 min após sua administração.   

 

Figura 7. Efeito da administração intraestriatal de lisina (Lis, 4 µmol) sobre a atividade da 

Na+,K+-ATPase de membranas plasmáticas sinápticas de estriado de ratos 30 min (A), 2 (B) 

e 12 h (C) após injeção. Os valores são expressos como media ± desvio padrão de 

experimentos realizados com amostras de estriado obtidas de 5 animais, em duplicata. *P < 

0,05 comparado aos ratos que receberam injeção intraestriatal de NaCl (teste de Student 

para amostras não pareadas). 
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II.2.4. Efeito da melatonina (A), combinação de αααα-tocoferol com ascorbato (B), 

creatina (C) e �-acetilcisteína (D) sobre a diminuição da atividade da �a+,K+-ATPase 

causada pela administração intraestriatal de lisina  

A figura 8 mostra o efeito do pré-tratamento de melatonina, combinação de α-

tocoferol com ácido ascórbico, creatina ou N-acetilcisteína por injeção intraperitoneal por 3 

dias, uma vez por dia, sobre a inibição da atividade da Na+,K+-ATPase de membranas 

sinápticas de estriado de ratos causada por lisina, 2 h após sua administração. Foi verificado 

que o pré-tratamento com os antioxidantes não foi capaz de prevenir a diminuição da 

atividade da Na+,K+-ATPase causada pela Lis (A[F(2,11) = 25,08; P < 0,01]; B: [F(2,11) = 

24,85; P < 0,01], C: [F(2,11) = 21,54; P < 0,01]), D: [F(2,11) = 22,56; P < 0,01]). 
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Figura 8. Efeito da melatonina (A), combinação de α-tocoferol com ascorbato (B), creatina 

(C) e N-acetilcisteína (D) sobre a inibição da atividade da Na+,K+-ATPase causada pela 

injeção intraestriatal de lisina (Lis, 4 µmol). Animais foram pré-tratados com salina (0,9% 

NaCl, i.p.), melatonina (100 mg/kg, i.p.), α-tocoferol mais ascorbato (40 mg/kg;  100 

mg/kg, i.p.), creatina (50 mg/kg, i.p.) ou N-acetilcisteína (50 mg/kg, i.p) por 3 dias, uma 

vez por dia, e sacrificados 2 h após a injeção intraestriatal de lisina. de experimentos 

realizados com amostras de estriado obtidas de 5 - 6 animais, em triplicata. *P < 0.05, **P 

< 0.01, ***P < 0.001 comparado aos animais pré-tratados com salina e injetados i.e. com 

NaCl; #P < 0.05, ###P < 0.001, comparado aos animais pré-tratados com salina e injetados 

i.e. com Lis (ANOVA seguida pelo teste de raios múltiplos de  Duncan).  
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II.2.5. Efeito da administração intraestriatal de lisina (Lis) sobre a medida de 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBA-RS) em estriado de ratos jovens 30 

minutos, 2 e 12 horas após a injeção 

A figura 9 mostra o efeito da administração intraestriatal in vivo de lisina sobre a 

medida de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBA-RS) em estriado de ratos 

sacrificados 30 min, 2 ou 12 horas após injeção de Lis ou NaCl. Pode-se verificar que a 

administração de Lis aumentou significatimente esse parâmetro 30 min (t(8) = 7,877; P < 

0,001) e 2 h (t(6) = 3,070; P < 0,001) após a injeção.  

 

Figure 9. Efeito da administração intraestriatal de lisina (Lis, 4 µmol) sobre as substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBA-RS) em estriado de ratos 30 min (A), 2 (B) e 12 h (C) 

após injeção. Os valores são expressos como media ± desvio padrão de experimentos 

realizados com amostras de estriado obtidas de 5 animais, em triplicata. ***P < 0.001 

comparado aos ratos que receberam injeção intraestriatal de NaCl (teste de Student para 

amostras não pareadas). 
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II.2.6. Efeito da melatonina (A), αααα-tocoferol mais ascorbato (B) e creatina (C) sobre o 

aumento dos níveis das substâncias reativas ao ácido-tiobarbitúrico (TBA-RS) 

causado pela administração intraestriatal de lisina 

A figura 10 mostra o efeito do pré-tratamento intraperitoneal de melatonina, 

combinação de α-tocoferol e ácido ascórbico ou creatina por 3 dias, uma vez por dia, sobre 

o aumento de TBA-RS induzido por lisina, 2 h após sua administração. Foi verificado que o 

pré-tratamento com melatonina e a combinação de α-tocoferol e ácido ascórbico (Figura 

13A: [F(3,16) = 4.771; P < 0.01]; 13B: [F(3,20) = 4.507; P < 0.01]) foram capazes de prevenir 

aumento de TBA-RS causado pela Lis, enquanto que a creatina não alterou esse aumento.   
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Figura 10. Efeito da melatonina (A), combinação de α-tocoferol com ascorbato (B) e 

creatina (C) sobre o aumento dos níveis das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBA-RS) causado pela injeção intraestriatal de lisina (Lis, 4 µmol). Animais foram pré-

tratados com salina (0,9% NaCl, i.p.), melatonina (100 mg/kg, i.p.), α-tocoferol mais 

ascorbato (40 mg/kg;  100 mg/kg, i.p.) ou creatina (50 mg/kg, i.p.) por 3 dias, uma vez por 

dia, e sacrificados 2 h após a injeção intraestriatal de lisina. Os valores são expressos como 

media ± desvio padrão de experimentos realizados com amostras de estriado obtidas de 5 - 

6 animais, em triplicata. **P < 0.01 comparado aos animais pré-tratados com salina e 

injetados i.e. com NaCl; #P < 0.05, ##P < 0.01, comparado aos animais pré-tratados com 

salina e injetados i.e. com Lis (ANOVA seguida pelo teste de raios múltiplos de  Duncan).  
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II.2.7. Efeito da administração intraestriatal de lisina (Lis) sobre os níveis de 

glutationa reduzida (GSH) em estriado de ratos jovens 30 minutos, 2 e 12 horas após a 

injeção 

A figura 11 mostra o efeito da administração intraestriatal in vivo de lisina sobre as 

concentrações de glutationa reduzida (GSH) em estriado de ratos sacrificados 30 min, 2 ou 

12 horas após injeção de Lis ou NaCl. Foi observado que a administração de Lis diminuiu 

significativamente esse parâmetro 30 min (t(8) = 7,693; P < 0,05) e 2 h (t(6) = 4,741; P < 

0,05) após a injeção.  

 

Figure 11. Efeito da administração intraestriatal de lisina (Lis, 4 µmol) sobre os níveis de 

glutationa reduzida (GSH) em estriado de ratos 30 min, 2 h e 12 h após injeção. de 

experimentos realizados com amostras de estriado obtidas de 5 - 6 animais, em triplicata.  

*P < 0,05, **P < 0,01 comparado aos ratos que receberam injeção intraestriatal de NaCl 

(teste de Student para amostras não pareadas).  
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II.2.8. Efeito da melatonina (A), combinação do αααα-tocoferol com ascorbato (B) e 

creatina (C) sobre a diminuição dos níveis de glutationa reduzida (GSH) causada pela 

administração intraestriatal de lisina  

A figura 12 mostra o efeito do pré-tratamento intraperitoneal de melatonina, 

combinação de α-tocoferol com ácido ascórbico ou creatina por 3 dias, uma vez por dia, 

sobre a diminuição de GSH induzida por lisina, 2 h após sua administração. Foi verificado 

que o pré-tratamento com melatonina e a combinação de α-tocoferol e ácido ascórbico (15 

[F(3,16) = 9,445; P < 0,001]; 15B: [F(3,13) = 5,824; P < 0,05]) foram capazes de prevenir a 

diminuição de GSH causada pela Lis, enquanto que a creatina  não foi capaz de prevenir 

essa diminuição.    
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Figura 12. Efeito da melatonina (A), combinação de α-tocoferol com ascorbato (B) e 

creatina (C) sobre a diminuição dos níveis de glutationa reduzida (GSH) causada pela 

injeção intraestriatal de lisina (Lis, 4 µmol). Animais foram pré-tratados com salina (0,9% 

NaCl, i.p.), melatonina (100 mg/kg, i.p.), α-tocoferol mais ascorbato (40 mg/kg; 100 mg/kg, 

i.p.) ou creatina (50 mg/kg, i.p.) por 3 dias, uma vez por dia, e sacrificados 2 h após a 

injeção intraestriatal de lisina. Os valores são expressos como media ± desvio padrão de 

experimentos realizados com amostras de estriado obtidas de 5 – 6 animais, em triplicata. 

*P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001 comparado aos animais pré-tratados com salina e 

injetados i.e. com NaCl; #P < 0,05, ###P < 0,001, comparado aos animais pré-tratados com 

salina e injetados i.e. com Lis (ANOVA seguida pelo teste de raios múltiplos de  Duncan).  
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II.2.9. Efeito da administração intraestriatal de lisina (Lis) sobre o conteúdo de 

grupamento sulfidrilas em estriado de ratos jovens 30 minutos, 2 e 12 horas após a 

injeção 

A tabela II mostra o efeito da administração intraestriatal de lisina (Lis, 4µmol) 

sobre o conteúdo de grupamentos sulfidrilas em estriado de ratos sacrificados 30 min, 2 ou 

12 horas após injeção de Lis ou NaCl. Foi observado que a administração de Lis não 

alterou significativamente esse parâmetro nos três tempos estudados. 

 

Tabela III. Efeito da administração de lisina (Lis) sobre o conteúdo de grupamentos 

sulfidrilas em estriado de ratos 

Tempo �aCl Lis 

30 min 85,6 ± 7,53 86,18 ± 5,84 

2 horas 83,1 ± 4,68 84,24 ± 9,08 

12 horas 84,9 ± 4,16 87,95 ± 7,45 

Os valores (nmol de TNB / mg de proteína) são expressos como media ± desvio padrão de 

experimentos realizados com amostras de estriado obtidas de 5 - 6 animais, em triplicata. 

 

 

II.2.10. Efeito da administração intraestriatal de lisina (Lis) sobre a atividade das 

enzimas antioxidantes glutationa peroxidase, catalase, superóxido dismutase e glicose-

6-fosfato desidrogenase em estriado de ratos jovens 30 minutos, 2 e 12 horas após a 

injeção 

A tabela IV mostra o efeito da administração intraestriatal de lisina (Lis, 4 µmol) 

sobre a atividade das enzimas antioxidantes glutationa peroxidase, catalase, superóxido 
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dismutase e glicose-6-fosfato desidrogenase em estriado de ratos sacrificados 30 min, 2 ou 

12 horas após injeção de Lis ou NaCl. Foi observado que a administração de Lis diminuiu 

significativamente a atividade da GPx 12 h (t(8) = 9,351; P < 0,001) após injeção. 

 

Tabela IV. Efeito da administração intraestriatal de lisina (Lis) sobre a atividade das 

enzimas antioxidantes catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), superóxido dismutase 

(SOD) e glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PD) em estriado de ratos 

Atividade 

30 min 2 h 12 h 

NaCl Lis NaCl Lis NaCl Lis 

CAT 2,03 ± 0,15  1,94 ± 0,16  3,05 ± 0,32  3,05 ± 0,33 3,51 ± 0,32  3,72 ± 0,45  

GPx 14,7 ± 0,60 13,73 ± 1,06 14,72 ± 1,22 14,2 ± 1,68  16,4 ± 0,75  11,3 ± 0,95*** 

SOD 1,42 ± 0.12  1,5 ± 0.18  2,82 ± 0,63  2,71 ± 0,51  1,94 ± 0,12  1,90 ± 0,18  

G6PD 10,1 ± 0,59 9,64 ± 0,43 8,73 ± 1,66  8,00 ± 1,46 9,40 ± 0,51  9,88 ± 0,48  

Valores são expressos como media ± desvio de experimentos realizados com amostras de 

estriado obtidas de 5 – 6 animais, em triplicata. Uma unidade de CAT é definida como 1 

µmol de H2O2 consumido por minuto; uma unidade de G6PD é definida como 1 µmol de 

substrato transformado por minuto; uma unidade de GPx é definida como 1 µmol de 

NADPH consumido por minuto; uma unidade de SOD é definida como 50% da inibição da 

autooxidação do pirogalol. Valores são expressos como U / mg de protein. *** P < 0,001 

comparado a NaCl (teste de Student para amostras não pareadas). 
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III.1. DISCUSSÃO 

A sintomalogia neurológica que ocorre em pacientes com hiperlisinemia secundária 

a alguns erros inatos do metabolismo sugere um possível envolvimento da lisina (Lis) na 

fisiopatologia do dano cerebral apresentado pelos pacientes acometidos por essas doenças. 

Particularmente, apesar de um número considerável de pacientes afetados pela 

hiperlisinemia familiar (HF) apresentar sintomas neurológicos, incluindo retardo mental 

(Woody, 1964; Ghadimi et al., 1965; Armstrong e Robinow, 1967; Markovitz et al., 1984), 

alguns relatos mostram que muitos  pacientes afetados pela doença são assintomáticos. 

Enfatize-se que na deficiência da acil-CoA desidrogenase de cadeia curta (SCAD) fatores 

ambientais (estresse metabólico com hipertermia, etc.) associados a defeitos no gene da 

SCAD parecem ser decisivos para a manifestação da doença (Corydon et al., 2001; van 

Maldegem et al., 2006; Battisti et al., 2007; Tein et al., 2008). Portanto, é possível que os 

achados clínicos da HF possam ocorrer pela combinação de mutações no gene responsável 

por codificar a proteína bifuncional semialdeído α-aminoadípico sintetase com outros 

fatores em uma parcela dos indivíduos afetados. Além disso, tendo em vista que a 

hiperlisinemia também é encontrada em outras desordens neurometabólicas hereditárias 

além da HF (Hoffmann, 2006; Cox, 2001; Nyahan e Ozand, 1998), parece provável o 

envolvimento da Lis como agente neurotóxico na neurodegeneração característica dos 

pacientes portadores dessas doenças e merece investigação.  

Trabalhos anteriores de nosso grupo de pesquisa demonstraram que a Lis causa 

lipoperoxidação e diminui as concentrações de GSH em córtex cerebral de ratos jovens 

(Seminotti et al., 2008), além de alterar o metabolismo energético cerebral in vitro (Tonin 

et al., 2008). O presente estudo investigou o efeito da administração intraestriatal de Lis 

sobre a homeostasia mitocondrial, avaliando importantes parâmetros de metabolismo 
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energético e estresse oxidativo, 30 minutos, 2 ou 12 h após injeção. Através dessa 

abordagem in vivo, em contraste com os estudos prévios in vitro realizados com altas 

concentrações de Lis, presume-se que concentrações baixas de Lis estavam presentes nos 

ensaios bioquímicos realizados, visto que os vários passos de preparação do estriado 

envolveram diluição do tecido devido a homogeneizações e procedimentos de lavagem. 

Assim, os efeitos detectados deveriam ser atribuídos fundamentalmente à ação primária do 

aminoácido. Deve-se ainda ressaltar que o transporte de Lis através da barreira 

hematoencefálica é relativamente fácil (Smith, 2000) e que a sua administração em 

camundongos knockout para a enzima glutaril CoA desidrogenase, um modelo para a 

acidemia glutárica tipo I, demonstrou causar graves danos cerebrais (Zinnanti e Lazovic, 

2010).  

Inicialmente observamos que a injeção intraestriatal de Lis não afetou a atividade do 

ciclo do ácido cítrico (CAC) medida por meio da produção de 14CO2 a partir de [1-14C] 

acetato, sugerindo que esse amino ácido não tem um efeito importante nessa via essencial 

para a produção de energia. A atividade da enzima CK também não foi alterada pela 

administração in vivo de Lis, indicando que a Lis não prejudica essa atividade essencial 

para a transferência intracelular de ATP. Em contraste, a Lis inibiu significativamente a 

atividade da Na+,K+-ATPase de membranas plasmáticas sinápticas obtida de estriado de 

ratos preparado 2 e 12 h após a injeção. No que diz respeito ao mecanismo pelo qual Lis 

reduziu esta importante atividade, pode-se presumir que as alterações na fluidez da 

membrana (Mazzanti et al., 1992; Carfagna e Muhoberac, 1993; Kamboj et al, 2009) e/ou a 

alta vulnerabilidade da enzima ao ataque de radicais livres (Rustin e Rötig, 2002; Yousef et 

al., 2002) poderiam ser responsáveis pelo decréscimo na atividade da Na+,K+-ATPase 

induzido pela Lis.   
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Alterações na fluidez de membrana devido a Lis são improváveis, uma vez que 

ocorrem devido à incorporação de substâncias hidrofóbicas na membrana plasmática, 

alterando as associações entre lipídios e a enzima e a lisina é um composto polar que 

dificilmente seria incorporado pela membrana celular (Carfagna e Muhoberac, 1993; 

Kimmelberg e Pahadjopoulos, 1974; Abeywardena et al., 1983). Por outro lado, 

considerando que a Lis induz estresse oxidativo in vitro em homogeneizados de córtex 

cerebral (Seminotti et al., 2008), é possível que a redução desta atividade enzimática 

causada pela Lis possa ter ocorrido através de dano oxidativo  à Na+,K+-ATPase ou aos 

lipídios de membrana, com consequente alteração da fluidez da membrana.  No entanto, 

demonstramos que o pré-tratamento os antioxidantes melatonina, pela combinação de ácido 

ascórbico e α-tocoferol, N-acetilcisteína e creatina não foram capazes de prevenir esse 

efeito inibitório da Lis sobre a Na+,K+-ATPase em membranas plasmáticas purificadas, o 

que a princípio torna improvável um dano oxidativo importante à enzima ou a outros 

componentes da membrana plasmática. 

 Também investigamos o papel da administração in vivo de Lis sobre parâmetros 

relevantes de estresse oxidativo. Obervamos que uma única injeção intraestriatal de Lis 

aumentou significativamente os níveis de TBA-RS em estriado 30 minutos e 2 h após 

injeção. Desde que a medida de TBA-RS reflete a quantidade de malondialdeído formado, 

um produto final da peroxidação de ácidos graxos de membrana (Halliwell e Gutteridge, 

2007), os valores aumentados desse parâmetro induzidos por Lis indicam que esse amino 

ácido causou lipoperoxidação in vivo. Esses resultados corroboram com nossos achados 

prévios in vitro mostrando que a presença de Lis no ensaio aumentou os níveis de TBA-RS 

em cérebro de ratos in vitro (Seminotti et al., 2008). Outros achados da presente 

investigação foram que o pré-tratamento i.p com os antioxidantes melatonina ou a 
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combinação de α-tocoferol e ascorbato preveniram a lipoperoxidação induzida pela Lis, 

indicando que o dano lipídico oxidativo foi provocado por espécies reativas, especialmente 

pelos radicais peroxila e hidroxila que são seqüestrados por esses antioxidantes. 

 Distintamente do efeito provocado pela Lis sobre lipídios, a administração deste 

aminoácido não foi capaz de causar alteração na concentração de sulfidrilas no estriado dos 

animais, indicando que não provoca dano protéico oxidativo. No entanto, outros parâmetros 

mais sensíveis de oxidação protéica, tais como determinação da formação de carbonilas, 

deveriam ser investigados para se avaliar melhor essa ação oxidativa da Lis sobre proteínas. 

Em relação ao sistema de defesa antioxidante, a Lis reduziu significativamente o 

conteúdo total de GSH em estriado de ratos 30 minutos e 2 h após a injeção de Lis. A 

diminuição das defesas antioxidantes não-enzimáticas está igualmente em consonância com 

os nossos achados anteriores in vitro (Seminotti et al., 2008). Considerando que GSH é um 

importante tampão redox da célula, o principal antioxidante no cérebro e é usado para 

avaliar a capacidade antioxidante não enzimática do tecido em evitar os danos associados a 

processos envolvendo radicais livres (Halliwell e Gutteridge, 2007), pode-se presumir que 

as defesas antioxidantes não-enzimáticas estriatais foram comprometidas pela 

administração in vivo de Lis. Além disso, é possível que a redução dos níveis de GSH 

possam refletir um aumento da geração de espécies reativas provocado pela Lis. Essa 

presunção é corroborada pelos achados de que o pré-tratamento com a melatonina ou pela 

combinação de α-tocopherol que seqüestram estas espécies reativas de oxigênio (Martin et 

al, 2000) preveniu esse efeito. Ressalta-se que o α-tocoferol (vitamina E) é uma vitamina 

lipossolúvel que interage com as membranas celulares, sequestra radicais livres, 

especialmente peroxila, e interrompe a cadeia oxidativa que danifica células, impedindo a 
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propagação descontrolada de peroxidação lipídica por radicais livres (Burton et al., 1990). 

O radical tocoferoxil resultante requer ascorbato (vitamina C) para a sua regeneração ao α-

tocoferol reduzido (Frei et al., 1990; Carr e Frei, 1999). Além disso, ascorbato per se é 

também um seqüestrador do radical hidroxila (Halliwell e Gutteridge, 2007). Já a 

melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) é um antioxidante endógeno secretado pela 

glândula pineal eficaz em combater radicais peroxila e hidroxila (Martin et al., 2000), sendo 

capaz de seqüestrar eficientemente os radicais hidroxila e peroxila (Acuña-Castroviejo et 

al., 1995; Reiter et al., 1995; Reiter et al., 1997). 

Desde que GSH é considerada uma importante defesa contra o dano oxidativo 

lipídico no cérebro, eliminando peróxido de hidrogênio, radicais peroxila e hidroxila 

formados durante esse processo, também é possível que a peroxidação lipídica induzida por 

Lis possa ser secundária à redução das concentrações de GSH. Portanto, é concebível que, 

principalmente os radicais hidroxila e peroxila estejam envolvidos no dano oxidativo 

induzido in vivo por Lis.         

Por outro lado, a creatina não alterou os efeitos pró-oxidantes da Lis. Já foi 

demonstrado que essa molécula tem efeitos neuroprotetores contra toxicidade de 

substâncias que causam déficit de energia in vivo (Matthews et al., 1998; Brustovetsky et 

al., 2001; Ribeiro et al., 2006) que tem sido atribuídos principalmente à sua capacidade de 

tamponamento dos níveis celulares de ATP juntamente com propriedades antioxidantes 

mitocondriais (Sestili et al., 2006). Essas observações, aliadas aos nossos achados 

mostrando que o funcionamento do CAC e a atividade da CK não foram alterados pela Lis, 

indicam que o estresse oxidativo induzido por Lis provavelmente não foi uma conseqüência 

de disfunção mitocondrial cerebral levando ao aumento secundário da produção de radicais 

livres.   



 59

Uma possível interpretação para o aumento da peroxidação lipídica (aumento de 

TBA-RS) e da redução de defesas antioxidantes (diminuição de GSH) observados 30 

minutos e 2 horas após a administração de Lis é que esses efeitos ocorreram a curto prazo 

ainda quando da presença do aminoácido no período do sacrifício dos animais e, portanto, 

poderiam estar relacionados à formação de radicais livres in situ, enquanto o efeito 

inibitório da atividade da Na+,K+-ATPase observado 2 e 12 horas após a injeção de Lis foi 

provavelmente devido a um dano a longo prazo na proteína. 

Também foi verificado que a administração de Lis reduziu significativamente a 

atividade da GPx, sem alterar as atividades da CAT, SOD e G6PD no estriado 12 horas 

após a injeção. Embora não possamos explicar os mecanismos pelos quais a atividade da 

GPx foi reduzida por este aminoácido, tem sido sugerido que uma diminuição na atividade 

da GPx possa ser devido a espécies reativas de oxigênio, provocando uma modificação sítio 

específica em um aminoácido (Singh  et al., 2004). Por outro lado, a redução da atividade 

da GPx pode resultar em excesso de peróxido de hidrogênio e hidroperóxidos de ácidos 

graxos (Halliwell e Gutteridge, 2007; Singh  et al., 2004), gerando outras formas de radicais 

a partir de carbono, nitrogênio e oxigênio, tais como radicais hidroxila através da reação de 

Fenton.  

Como o estresse oxidativo resulta de um desequilíbrio entre as defesas antioxidantes 

totais e as espécies reativas geradas em um tecido, os presentes dados indicam fortemente 

que a Lis induz estresse oxidativo em estriado de ratos in vivo (Halliwell e Gutteridge, 

2007). Deve ser enfatizado que as espécies reativas de oxigênio são capazes de oxidar 

diferentes moléculas, incluindo lipídios, proteínas e DNA, o que representa um evento 

chave na cascata de patogenicidade, levando à morte celular por necrose ou apoptose 

(Kroemer e Reed, 2000; Niizuma et al., 2009; Circu e Aw, 2010). Além disso, o estresse 
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oxidativo é uma condição prejudicial, especialmente para o cérebro em comparação com 

outros tecidos (Halliwell e Gutteridge, 2007). Isso é explicado pelo fato de que o cérebro 

tem uma alta taxa de metabolismo oxidativo associado à produção de ROS, menor 

atividade de enzimas antioxidantes, reduzidas concentrações de antioxidantes não 

enzimáticos e maior potencial de peroxidação devido ao seu alto conteúdo de ácidos graxos 

poliinsaturados (Halliwell e Gutteridge, 2007). 

É difícil determinar a relevância fisiopatológica dos presentes resultados, já que as 

concentrações de Lis no cérebro ainda não estão estabelecidas nas patologias caracterizadas 

por metabolismo alterado de Lis. No entanto, deve-se enfatizar que a Na+,K+-ATPase é 

uma enzima crucial responsável pela geração do potencial de membrana, através do 

transporte ativo dos íons sódio e potássio no SNC, necessária para a manter a excitabilidade 

neuronal e o controle do volume celular. Está presente em altas concentrações nas 

membranas celulares cerebrais, consumindo em torno de 40-50% de ATP gerado nesse 

tecido (Wheeler  et al., 1975, Erecinska e Silver, 1994; Erecinska et al., 2004). Portanto, 

considerando que a manutenção da atividade da Na+,K+-ATPase é essencial para o 

funcionamente cerebral e a redução de sua atividade está associada com excitotoxicidade, 

dano neuronal e epilepsia (Grisar, 1984; Benari 1985; Lees et al., 1990; Satoh e Nakazato, 

1992; Lees, 1993; Lees e Leong, 1995), poderia se presumir que a redução da atividade da 

Na +, K +-ATPase induzida por Lis possa prejudicar a neurotransmissão, especialmente em 

situações de estresse com descompensação metabólica caracterizadas por intenso 

catabolismo e proteólise, em que os níveis de aminoácidos (e de Lis) dentro das células 

neurais aumentam substancialmente. 
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III.2. CO�CLUSÕES 

 

 Concluindo, os resultados deste trabalho mostram que a injeção intraestriatal de Lis 

inibe a atividade da enzima Na+K+,-ATPase, uma importante enzima do metabolismo 

energético celular, sem alterar as atividades da enzima CK e do CAC.  A administração 

aguda desse aminoácido também aumentou significativamente os níveis de substâncias 

reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBA-RS), diminuiu as concentrações de glutationa 

reduzida (GSH) e inibiu a atividade da enzima antioxidante glutationa peroxidase (GPx), 

indicando um desequilíbrio entre a produção de radicais livres e as defesas antioxidantes 

induzido pela injeção de Lis. 

  Além disso, o pré-tratamento com os antioxidantes melatonina e a combinação de 

α-tocoferol mais ácido ascórbico previniu o aumento de TBA-RS e a diminuição das 

concentrações de GSH induzido pela administração intraestriatal de Lis, enquanto que o 

uso de antioxidantes não previniu a inibição da atividade da enzima Na+,K+-ATPase. 

Levando esses dados em consideração, podemos sugerir uma melhor investigação no 

intuito de futuramente usar antioxidantes como terapia coadjvante no tratamento de 

pacientes afetados por doenças em que se acumula Lis. 

 Acreditamos que esse é primeiro relato mostrando que a Lis induz in vivo dano 

oxidativo lipídico e reduz a atividade de uma enzima essencial para a neurotransmissão no 

cérebro. Pode-se presumir que esses mecanismos possam contribuir para o entendimento 

das manifestações neurológicas em doenças com acúmulo cerebral de altas concentrações 

de Lis.  
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III.3. PERSPECTIVAS 

 

• Avaliar o efeito da administração intracerebroventricular in vivo de Lis sobre 

parâmetros de metabolismo energético, estresse oxidativo e dano ao DNA em 

hipocampo e córtex cerebral de ratos jovens.  

 

• Avaliar morfologia, viabilidade e morte celular por imunohistoquímica após 

administração intracerebroventricular de Lis em hipocampo, estriado e córtex cerebral 

de ratos jovens. 
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