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Resumo 

 

A galactosemia é resultado de uma deficiência genética na capacidade de metabolizar 

galactose, que leva a concentrações anormalmente altas desse carboidrato e de seus derivados 

metabólicos nos tecidos e fluidos do corpo. A doença se manifesta, inicialmente, com falha no 

crescimento, vômitos, diarréia e disfunções hepáticas. Contudo, a longo prazo, prevalecem 

dentre as complicações as disfunções cognitivas a letargia, hipotonia, retardo mental, afasia e, 

em crianças, deficiência da percepção visual. Essas disfunções cognitivas afetam 30 a 50% 

dos pacientes tratados, o que reforça a necessidade de investigar os mecanismos 

fisiopatológicos do dano cerebral apresentado pelos pacientes afetados por galactosemia. O 

objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade da enzima acetilcolinesterase em córtex 

cerebral de ratos submetidos a um modelo experimental in vitro de galactosemia. Os 

homogeneizados de córtex cerebral foram incubados na presença ou ausência (grupo controle) 

de galactose (0,01, 0,05, 1, 5 e 10 mM) por 1 h. Em seguida, foi avaliada a atividade da 

enzima acetilcolinesterase em córtex cerebral de ratos. Observamos que altas concentrações 

de galactose ocasionaram um aumento significativo na atividade da enzima 

acetilcolinesterase, quando comparados ao grupo controle. Os resultados apresentados no 

presente trabalho sugerem que altas concentrações de galactose possam ocasionar alterações 

em sinapses colinérgicas. Caso estes dados possam ser extrapolados para a condição humana, 

poderiam explicar, ao menos em parte, o dano cerebral encontrado em pacientes afetados por 

galactosemia. 
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INTRODUÇÃO 

  

A galactosemia é um erro inato do metabolismo caracterizado bioquimicamente pelo 

acúmulo de galactose, galactose-1-fosfato e galactitol nos líquidos e fluidos biológicos dos 

pacientes. É um erro inato do metabolismo dos carboidratos, de herança autossômica 

recessiva, causado pela deficiência de uma das três enzimas envolvidas no metabolismo da 

galactose: galactosequinase (GALK; EC 2.7.1.6), galactose-1-fosfato uridiltransferase 

(GALT; EC 2.7.7.12) e UDP-galactose-4-epimerase (GALE; EC 5.1.3.2) (Holden, Rayment e 

Thoden, 2003). Acúmulo de galactose é visto nos três tipos de galactosemia, mas acúmulo de 

galactose-1-fosfato ocorre somente nas deficiências de GALT (galactosemia clássica) e de 

GALE. Na deficiência de GALK também há aumento de galactitol e galactonato (Lai et al, 

2009). As apresentações clínicas da galactosemia variam conforme a enzima deficiente na via 

de degradação da galactose, e incluem catarata, retardo mental, ataxia, dispraxia, vômitos, 

diarreia, hipotonia, letargia, icterícia, hepatomegalia, insuficiência hepática e doença tubular 

renal, sendo as alterações neurológicas as mais proeminentes (Fridovich-Keil e Walter, 2001). 

Dados sobre a frequência de galactosemia variam conforme o local do estudo. Em 

Nova Iorque e Columbia Britânica, a frequência é de aproximadamente 1:35.000 nascidos 

vivos (Camelo Jr. et al., 2009). Na Holanda, estima-se que a prevalência seja de 1:33.000 

(Bosch et al., 2004), enquanto que na África, estima-se que a freqüência seja de 1:14.400 

recém nascidos (Camelo Jr. et al, 2009). No Brasil, há uma frequência estimada de 1:20.000 

nascidos vivos (Camelo Jr. et al, 2009). 

A importância do metabolismo normal da galactose foi reconhecida há mais de trinta 

anos, quando pesquisadores reconheceram as quatro enzimas presentes na Via de Leloir 

(Holden, Rayment e Thoden, 2003).  Mesmo após décadas de estudo das bases 

fisopatológicas da galactosemia, muitas questões permanecem desconhecidas quanto à 

toxicidade da galactose e seus metabólitos (Mumma et al, 2008; Lai et al, 2009). Poucos 

estudos foram realizados com o intuito de demonstrar efeitos tóxicos da galactose e da 

galactose-1-fosfato. Woolley and Gommi (1964) demonstraram que um excesso de galactose 

inibe a síntese de receptores de serotonina, o que poderia estar relacionado ao grave retardo 

mental apresentado por pacientes afetados pela galactosemia. Altas concentrações de 

galactose também foram capazes de diminuir o número de células de Purkinje viáveis, 

entretanto os mecanismos pelos quais isso ocorre não foram ainda descritos (Friedman et al., 

1989). 



Atualmente, cinco mecanismos têm sido propostos para explicar a fisiopatologia da 

galactosemia em nível celular: i) o acúmulo de metabólitos após o bloqueio das reações 

catalisadas pelas enzimas GALK, GALT, ou GALE; ii) acúmulo de produtos tóxicos 

alternativos do catabolismo da galactose; iii) deficiência de UDP-galactose, levando à 

diminuição da biossíntese de glicoproteínas e glicolípideos; iv) toxicidade pré-natal, causada 

pela exposição do excesso de galactose e metabólitos intra-útero; v) alteração no metabolismo 

do inositol (outra via alternativa à metabolização da galactose) (Holden, Rayment e Thoden, 

2003) (Lai  et al., 2008).  

No entanto, pouco se sabe sobre os mecanismos pelos quais a galactose exerce esses 

efeitos. O objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos da galactose, o principal 

metabólito acumulado na galactosemia, sobre a atividade da enzima acetilcolinesterase, na 

tentativa de esclarecer os mecanismos fisiopatológicos que levam ao dano cerebral 

apresentado por pacientes acometidos por galactosemia.  

 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Reagentes 

Todos os reagentes foram obtidos da empresa Sigma (St. Louis, MO, USA). A 

galactose foi dissolvida no dia dos experimentos e o pH da solução foi ajustado para 7. 

 

Animais 

 Cinco ratos Wistar machos de 30 dias de vida foram obtidos do Biotério Central da 

Universidade do Extremo Sul Catarinense were used. Os animais foram mantidos com as 

mães até os 21 dias de vida, no momento do desmame. Os animais tiveram acesso livre à 

água e a uma ração comercial padrão e foram mantidos em ambiente climatizado, com 

temperatura constante (22±1°C), em um ciclo de 12:12 horas claro-escuro.  Os Princípios de 

Cuidados Animais para Laboratório (Principles of Laboratory Animal Care; NIH publication 

n° 80-23, revised 1996) foram seguidas durante os experimentos. Todos os esforços foram 

realizados com o intuito de minimizar o sofrimento animal utilizados. O presente trabalho 

foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade do Extremo Sul 

Catarinense.  

 



Preparo da Amostra 

  

 Os animais sofreram eutanásia por decapitação com guilhotina e sem anestesia, a caixa 

craniana foi aberta e o seu conteúdo retirado e, a partir de então, mantido sobre uma placa de 

vidro a aproximadamente 0 ºC. O bulbo olfatório e o tronco cerebral foram desprezados. O 

córtex cerebral, foi isolado e limpo limpos, sendo retirado o excesso de sangue dos vasos 

externos e a substância branca das vias descendentes. As estruturas foram homogeneizadas 

em tampão tampão fosfato de potássio 150 mM contendo Triton X-100 1%, pH 7,5, e a seguir 

centrifugadas a 1000 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e incubado por 

60 minutos a 37°C na ausência (controle) ou presença de diferentes concentrações de 

galactose (0,01; 0,5; 1,0; 5,0 ou 10 mM). Após a incubação, determinou-se a atividade da 

enzima acetilcolinesterase. 

 

Determinação da atividade da enzima acetilcolinesterase 

 

A atividade da enzima acetilcolinesterase foi realizada de acordo com o método descrito 

por Ellman et al. (1961). Avaliou-se a hidrólise da acetilcolina em uma concentração de 0,8 

mM em 1 mL de uma solução contendo 100 mM de tampão fosfato, pH 7,5, e 1 mM de 

DTNB. Cinquenta microlitros de amostra foram adicionados à solução e pré-incubados por 3 

minutos a 25°C. A hidrólise foi monitorada pela formação do ânion tiolato de DTNB a 412 

nm por 3 minutos em intervalos de 30 segundos a 25°C. As amostras foram avaliadas em 

duplicatas e os resultados foram expressos em nmol . h-1 . mg de proteína-1.  

 

RESULTADOS 

  

 As amostras foram incubadas por sessenta minutos na presença de diferentes 

concentrações de galactose (0,1; 0,5; 1; 5 ou 10 mM) antes da determinação da atividade 

enzimática da acetilcolinesterase. Pode-se observar na Figura 1 que a galactose in vitro nas 

concentrações 0,1 a 1 mM não exerceu nenhum efeito sobre a atividade desta enzima. 

Entretanto, nas concentrações de 5 e 10 mM, a galactose induziu um aumento significativo da 

atividade da acetilcolinesterase [F(5,29)=52,78; P<0,001]. 

 

 

 



DISCUSSÃO 

 

Os sintomas agudos da galactosemia aparecem já nos primeiros dias de vida, incluindo 

disfunção hepática, catarata, sepse, hipotonia, letargia, vômitos e diarreia. Entretanto, essa 

sintomatologia desaparece com restrição de galactose na dieta. Os achados clínicos mais 

proeminentes e persistentes estão relacionados ao sistema nervoso central, tais como 

alterações cognitivas, retardo mental e danos neurológicos graves, e podem ser observados 

mesmo com diagnóstico precoce e tratamento (Fridovich-Keil e Walter, 2001). Acredita-se 

que estas alterações comecem ainda in utero e se devam à exposição crônica à galactose 

endógena (Fridovich-Keil e Walter, 2001).  

Até o presente momento, pouco se sabe sobre os efeitos tóxicos dos metabólitos 

acumulados na galactosemia. Woolley e Gommi (1964) demonstraram que altas 

concentrações de galactose inibem a síntese de receptores de serotonina, fato que poderia 

estar relacionado ao grave retardo mental apresentado por pacientes afetados pela 

galactosemia. Friedman e colaboradores (1989) demonstraram que células de Purkinje 

parecem ser as mais sensíveis à toxicidade da galactose, a qual diminuiria o número de células 

viáveis, sem apontarem os mecanismos que levariam a tal efeito. Também se observou uma 

diminuição da neurogênese hipocampal na presença de galactose em culturas celulares, e que 

esta diminuição foi prevenida pela adição de gangliosídeo GM1 (Zhang et al., 2005a,b).  

Considerando que os mecanismos fisiopatológicos que levam aos danos ao sistema 

nervoso central presentes nos pacientes galactosêmicos ainda não estão definidos, o presente 

trabalho avaliou o efeito in vitro da galactose sobre a atividade da enzima acetilcolinesterase 

em córtex cerebral de ratos jovens, na tentativa de identificar tais mecanismos. Observamos 

que a galactose, quando presente em altas concentrações (5 e 10 mM), aumentou a atividade 

desta enzima.  Por outro lado, concentrações baixas e intermediárias desse monossacarídeo 

não interferiram na atividade desta enzima.  

A acetilcolina é um neurotransmissor que atua em estruturas cerebrais, incluindo 

córtex cerebral e hipocampo, e influencia diversos processos, como o controle motor e os 

processos de cognição. A acetilcolinesterase é uma enzima envolvida na degradação deste 

neurotransmissor em colina e acetato na fenda sináptica, sendo, assim, responsável pelo 

término do efeito do mesmo (Rang e Dale). Considerando que esta enzima apresenta uma alta 

atividade catalítica (hidrólise de aproximadamente 25 000 moléculas por segundo), mesmo 

alterações parciais da atividade desta enzima podem levar a efeitos pronunciados nos níveis 

de acetilcolina na fenda sináptica. Além disso, nossos resultados demonstrando que a 



administração de galactose em ratos jovens provoca alterações no sistema colinérgico estão de 

acordo com um estudo previamente publicado na literatura internacional, que mostra uma 

alteração no conteúdo imunohistoquímico da enzima colina acetiltransferanse, que é 

responsável pela síntese de acetilcolina, após a administração deste monossacarídeo por 6 

semanas (Lei et al., 2008).  

Apensar da principal função da acetilcolinesterase ser a hidrólise de acetilcolina, foi 

demonstrado também que essa enzima apresenta outras funções não catalíticas, incluindo o 

aumento do desenvolvimento neurítico (Grisaru et al., 1999; Greenfield et al., 2008), que não 

é impedido pela presença de inibidores da acetilcolinesterase, além de influenciar nos 

processos migração celular (Small et al., 1996).  

Concluindo, os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que a galactose 

provoca um aumento na atividade da enzima acetilcolinesterase. Caso estes achados possam 

ser extrapolados para a condição humana, pode-se esperar que a ativação da enzima 

acetilcolinesterase possa estar envolvida na fisiopatologia do dano cerebral apresentado pelos 

pacientes acometidos pela galactosemia. 
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Legenda da Figura 

 

Figura 1 - Efeito in vitro da galactose sobre atividade da enzima acetilcolinesterase em 

córtex cerebral de ratos jovens e adultos. Os dados representam média ± desvio padrão da 

média de cinco experimentos independentes realizados em triplicata e estão expressos em 

nmol . min-1 . mg de proteína-1. ***P<0,001 comparado ao controle (ANOVA). 
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1 INTRODUÇÃO 

  

A galactosemia é um erro inato do metabolismo dos carboidratos, de herança 

autossômica recessiva, causado pela deficiência de uma das três enzimas envolvidas no 

metabolismo da galactose: galactosequinase (GALK), galactose-1-fosfato uridiltransferase 

(GALT) e UDP-galactose-4-epimerase (GALE) (Holden, Rayment e Thoden, 2003). 

Acúmulo de galactose é visto nos três tipos de galactosemia. Entretanto, acúmulo de 

galactose-1-fosfato ocorre somente nas deficiências de GALT e de GALE. Por outro lado, na 

deficiência de GALK também há aumento de galactitol e galactonato (Lai et al, 2009). 

Atualmente, cinco mecanismos têm sido propostos para explicar a fisiopatologia da 

galactosemia em nível celular: i) o acúmulo de metabólitos após o bloqueio das reações 

catalisadas pelas enzimas GALK, GALT, ou GALE; ii) acúmulo de produtos tóxicos 

alternativos do catabolismo da galactose; iii) deficiência de UDP-galactose, levando à 

diminuição da biossíntese de glicoproteínas e glicolípideos; iv) toxicidade pré-natal, causada 

pela exposição do excesso de galactose e metabólitos intra-útero; v) alteração no metabolismo 

do inositol (outra via alternativa à metabolização da galactose) (Holden, Rayment e Thoden, 

2003) (Lai  et al., 2008).  

 Dados sobre a frequência de galactosemia variam conforme o local do estudo. Em 

Nova Iorque e Columbia Britânica, a prevalência é de aproximadamente 1:35.000 nascidos 

vivos (Camelo Jr. et al., 2009). Na Holanda, estima-se que a prevalência seja de 1:33.000 

(Bosch et al., 2004), enquanto que na África, estima-se que a prevalência seja de 1:14.400 

recém nascidos (Camelo jr. et al, 2009). No Brasil, há uma prevalência estimada de 1:20.000 

nascidos vivos (Camelo Jr. et al, 2009). 

 As apresentações clínicas da galactosemia variam conforme a enzima defeituosa (ou 

ausente) na Via de Leloir. A mais comum e clinicamente mais grave forma de galactosemia é 

a galactosemia clássica, causada pela deficiência de GALT (Mumma et al, 2008). Na 

deficiência de GALK, o principal achado clínico é a catarata, geralmente bilateral, encontrada 

ainda em neonatos (Scriver et.al, 2001). Outras alterações têm sido descritas em decorrência 

da exposição prolongada ao excesso de galactose, tais como retardo mental, ataxia e dispraxia 

(Wiereng et al, 2008). Na deficiência de GALT, inicialmente os sintomas clínicos são perda 

de peso, vômitos, diarreia, hipotonia e letargia. Posteriormente, pode haver icterícia, 

hepatomegalia, insuficiência hepática, doença tubular renal, anormalidades hematológicas 

(anemia hemolítica) e septicemia (particularmente por Escherichia coli) (Camelo Jr. et al, 

2009). Degeneração de células de Purkinje é observada no cerebelo (Lai et al, 2009). Os 



achados clínicos da deficiência de GALE são semelhantes aos encontrados na deficiência de 

GALT (Lai et al, 2009).  

Todo recém-nascido em que for detectada a galactosemia, independentemente da 

enzima deficiente, deve iniciar tratamento imediatamente, o qual consiste em eliminar 

qualquer ingestão de galactose no período de lactente, substituindo o leite materno, leite de 

vaca ou fórmulas infantis tradicionais por leite de soja ou fórmula elementar (leite livre de 

galactose), dando preferência pela última, tendo em vista que algumas fórmulas de soja 

contêm alguma porcentagem de galactose, evitando assim o acúmulo de metabólitos 

potencialmente tóxicos (Scriver et.al, 2001). 

Mesmo após décadas de estudo das bases fisopatológicas da galactosemia, muitas 

questões permanecem desconhecidas quanto à toxicidade da galactose e seus metabólitos 

(Mumma et al, 2008; Lai et al, 2009). Poucos estudos foram realizados com o intuito de 

demonstrar efeitos tóxicos da galactose e da galactose-1-fosfato. Woolley and Gommi (1964) 

demonstraram que um excesso de galactose inibe a síntese de receptores de serotonina, o que 

poderia estar relacionado ao grave retardo mental apresentado por pacientes afetados pela 

galactosemia. Um excesso de galactosemia também foi capaz de diminuir o número de células 

de Purkinje viáveis, entretanto os mecanismos pelos quais isso ocorre não foram descritos 

(Friedman et al., 1989). Também se observou uma diminuição da neurogênese hipocampal na 

presença de galactose, e que esta diminuição foi prevenida pela adição de ganglisídeo GM1 

(Zhang et al., 2005a,b).  

Entretanto, muito pouco se sabe sobre os efeitos que altas concentrações de galactose 

exercem no organismo. Portanto, faz-se necessária a realização de mais estudos sobre os 

efeitos da galactose sobre parâmetros bioquímicos em líquor e soro de ratos submetidos a um 

modelo experimental de galactosemia, na tentativa de procurar tratamentos mais adequados 

para melhorar a qualidade de vida dos pacientes afetados por essas doenças. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral  

� Avaliar os efeito in vitro através de parâmetros bioquímicos em líquor e soro de ratos 

submetido a um modelo experimental de galactosemia, na tentativa de procurar 

tratamentos mais adequados para melhorar a qualidade de vida dos pacientes afetados 

por essa doenças. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

� Avaliar o modelo de galactosemia in vitro através da administração de galactose em 

ratos de 30 dias de vida; 

� Desenvolver um modelo animal experimental através de testes com soro e liquor para 

melhores resultados sobre a galactosemia. 

� Avaliar resultados encontrados com o modelo de galactosemia em diferentes 

parâmetros bioquímicos em liquor e soro de ratos submetidos a experimentos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Determinação da atividade da enzima acetilcolinesterase 

 

A atividade da enzima acetilcolinesterase será realizada de acordo com o método 

descrito por Ellman et al. (1961). Será avaliada a hidrólise da acetilcolina em uma 

concentração de 0,8 mM em 1 mL de uma solução contendo 100 mM de tampão fosfato, pH 

7,5, e 1 mM de DTNB. Cinquenta microlitros de amostra serão adicionados à solução e pré-

incubados por 3 minutos a 25°C. A hidrólise será monitorada pela formação do ânion tiolato 

de DTNB a 412 nm por 3 minutos em intervalos de 30 segundos a 25°C. As amostras serão 

avaliadas em duplicatas e os resultados serão expressos em µmol . h-1 . mg de proteína-1. 

 

3.2 Cálculo do tamanho da amostra 

 

Com base em estudos prévios em modelos animais in vitro para uma diferença de até 

20% nos parâmetros a serem analisados entre os grupos, com uma variância de no máximo 

10% entre as médias calculou-se um tamanho de amostra de 5 animais por grupo, para um 

erro alfa de 0,05 e um poder de 80%. Também se considerou o número de animais geralmente 

utilizados na literatura para análise de perfil bioquímica em animais. 

 

3.3 Preparação da Amostra 

 

Os animais sofrerão eutanásia por decapitação com guilhotina e sem anestesia para a 

coleta do sangue a ser analisado após uma hora da morte do animal. O sangue será retirado e 

parte será destinada à obtenção de soro através de centrifugação (4000 rpm por 10 minutos). 

O líquor será obtido através de punção na cisterna magna com uma agulha número 23. Os 

tecidos para parâmetros bioquímicos serão homogeneizados em tampão específico para cada 

técnica a ser realizada. 

 

3.4 Análise estatística 

 

A análise estatística utilizada será selecionada de acordo com o desenho 

experimental utilizado e com o tipo de distribuição apresentado pelo conjunto dos dados. 

Assumindo que os dados tenham uma distribuição normal, para comparação de três ou mais 



médias será utilizada análise de variância (ANOVA) de uma via para análise dos dados 

obtidos na determinação dos efeitos bioquímicos das concentrações testados. Na comparação 

entre duas médias, será utilizado o teste t de Student para amostras independentes ou 

pareadas. Caso o conjunto dos dados a ser analisado apresente uma distribuição não-normal, 

os resultados serão analisados utilizando testes estatísticos não-paramétricos adequados ao 

desenho experimental utilizado. As análises estatísticas serão feitas pelo programa SPSS 

versão 16.0. Serão consideradas diferenças significativas quando o valor de P ≤ 0,05. 

 

3.5 Critérios para suspensão do estudo 

  

Caso 60% dos animais morram antes do tempo determinado para a eutanásia dos 

animais, o presente estudo será suspenso. O estudo também será suspenso caso os animais 

apresentem alguma alteração na pele em decorrência das injeções ou caso demonstrem 

sofrimento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4 CRONOGRAMA DE ATIVIDADES 

 

A tabela abaixo resume o cronograma das atividades para o projeto ora proposto. 

2011 

Atividades  A M J 

Revisão de Literatura X   

Elaboração do Projeto de Pesquisa   X   

Encaminhamento do projeto de Pesquisa ao Comitê de Ética  

X 

 

 

 

Qualificação do Projeto de Pesquisa X   

Padronização dos Modelos Animais de Galactosemia  X  

Realização de Técnicas Bioquímicas  X  

Análise de Resultados  X  

Redação de Artigos Científicos e Comunicações em Congressos   X 

Defesa do Trabalho de conclusão de curso em Ciências da Saúde   X 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5 ORÇAMENTO  

 

Material e Serviços   

- Animais R$ 8,00 R$ 160,00 

- Seringas R$ 0,75 R$ 15,00 

- Tubos descartáveis R$ 0,029 R$ 29,00 

- Vidrarias  R$ 500,00 

- Reagentes Químicos Gerais  R$ 3.000,00 

- Depreciação de Equipamentos  R$ 1.000,00 

Total  R$ 4.704,00 
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  Eu, Patrícia Fernanda Schuck, orientador(a) do(a) acadêmico(a) 

Jussara Panatto Daros, declaro para os devidos fins que este(a) 

realizou as alterações penitentes no trabalho de conclusão de curso 

(TCC), instituído Altas concentrações de galactose aumentam a 

atividade da enzima acetilcolinesterase em córtex de ratos jovens 

in vitro. 

 

 

 

 

 


