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I.1- ERROS INATOS DO METABOLISMO 

Os erros inatos do metabolismo <EIM) 

U F R G S 
lll!!it. Ciências Bils 0crn da Saí1de 

Bibliotsc!!l 

são distúrbios 

hereditários geralmente devidos a deficiências enzimáticas, o que 

ocasiona um bloqueio de rotas metabólicas. O resultado deste 

bloqueio pode levar ao acúmulo de substâncias tóxicas ou à falta 

de substâncias essenciais, gerando muitas vezes distúrbios no 

desenvolvimento mental e/ou físico do indivíduo (Scriver et a 1 • I 

1989) . 

I.1.a - Hiperfenilalaninemia 

A homeostase do "pool" de feni1a1anina reflete a 

interação entre a dieta, "turnover protéico" e catabolismo. A 

hidroxilação na posição 4 do anel feni1 (Moss & Schoenheirner, 

1940) fisiologicamente é a via mais significativa da sua 

degradação (Moss & Schoenheimer, 1940; Grau & Steele, 1954) 

formando tirosina. 

A hidroxi1ação da fenila1anina está esquematizada na 

figura I.1. O sistema hepático de hidroxilação da feni1a1anina 

contém 3 componentes essenciais: fenilalanina hidroxilase 

diidrobiopteridina redutase (DHPR), e tetraidrobiopterina 

< PAH) , 

(BH4) 

(Kaufman, 1963; Kaufman, 1971). PAH catalisa urna reação acoplada 

em que a fenilalanina é oxidada a tirosina e BH4 é oxidado ao 

correspondente quinonóide-diidropteridina ( qBH2) . o oxigénio 

incorporado na tirosina é originado do oxigênio molecular. 

Durante a reação de hidroxilação, o segundo átomo de oxigênio da 

molécula e reduzido a agua. A enzima DHPR NADH-dependente 
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catalisa a regenereção do BH4 a partir do qBH2 (Fellman et a 1 . , 

1972; Buist et al., 1978 - citados por Tourian & Sidbur~, 1983). 

Outra enzima que participa da hidroxilação da 

fenilalanina in vivo é a diidrofolato redutase (DHFR) Esta 

enzima catalisa a redução de 7,8-diidrobiopteridina (7,8-BH2) 

para tetraidrobiopterina (Kaufman, 1967) . Esta reação e 

importante quando a taxa de redução do qBH2 pela DHPR é menor do 

que a sua formação pela PAH, acumulando qBH2 que é extremamente 

instável e sofre um r·earranjo para 7,8-BH2. Este último ' e 

trasformado em BH4 através da enzima DHFR. 

O sistema completo de hidroxilação da feni1a1anina em 

humanos foi demonstrado somente em fígado (Scriver et al., 1980). 

A fenilalanina hidroxilase não está presente no cérebro ( Abita 

et a 1., 1974 ) . O cérebro contém outra enzima, tirosina 

hidroxilase, que catalisa a conversão de fenila1anina em tirosina 

em uma taxa comparável à sua capacidade de hidroxilar tirosina 

<Katz et al., 1976). Portanto, a tirosina hidroxilase atuando na 

fenilalanina dá ao cérebro em desenvolvimento a tirosina 

necess~ria para a síntese protéica (Kaufman, 1987 - citado por 

Scriver et al., 1989). 

A biopteridina é cofator obrigatório na hidroxilação 

dos aminoácidos aromáticos fenilalanina, tirosina e triptofinio 

(Breneman & Kaufman, 1964; Friedman et al., 1972). 

A fenilalanina também segue vias catabólicas menores, 

formando fenilpiruvato, feniletilamina e outros metab61itos, 

todos em pequenas quantidades (Rodwell, 1983; Scriver et a l., 

1 989) . 
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FENILALANINA 

º2 

" 1 
-------8~4 

( 

NAD+ 

DHPRI \DHFR 

NADH + H+ 

I 
H20 1 --, qBH2 7,8-BH2 

TIROSINA 

Figura I.1 -'Reação de hidroxilação da fenilalanina 

Abrev1aç5es: PAH - fenilalanina hidroxilase; DHPR - diidropteri

d1na redutase; DHFR - diidrofolato redutase; BH4 - tetraidrobio-

pterina; qBH2 - diidrobiopterina na forma quinonóide; 7,8-BH2 

7,8-diidrobiopterina; NAD - nicotinamida adenina dinuc1eotídeo; 

NADH - NAD reduzido C Sciver et al., 1989 ) . 
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As híperfenilalaninemías (HFA) compreendem um grupo de 

distúrbios metabó1ícos causados por um defeito genético no 

sistema enzimático que catalisa a conversão de fenilalanina em 

tirosina, causando elevados níveis circulantes e teciduais de 

fenilalanina (Tourian & Sidburj, 1983). Os pacientes com HFA 

possuem níveis plasmáticos de fenílalanina acima de 0,12 mM 

(Scriver et al., 1989). 

Segundo Scriver e colaboradores, (1989) as HFA são 

classificadas em: 

1- HFA com deficiência de fenilalanina hidroxilase 

- Fenilcetonúria <PKU) 

- Não fenilcetonúria (não-PKU) 

2- HFA sem alteração da fenilalanina hidroxilase 

- Deficiência de BH4 

- Deficiência de DHPR 

Não-PKU é um tipo de HFA em que a deficiência da 

atividade da PAH 
, 
e menor do que no caso da PKU, e o aumento da 

formaçio de ácido feni]pirúvico é mínimo ou ausente. Esta forma 

de HFA é considereda benigna (Scriver et al., 1989). PKU resulta 

de uma severa disfunção da fenilalanina hidroxilase hepática, que 

normalmente converte 90¾ de toda fenilalanina da dieta em 

tirosina <Singer & Johnson, 1982). A concentração plasmàtica de 

fenilalanina nos pacientes com PKU não tratados é superior a 1,2 

mM (Guttler, 1984). 

mental 

Pacientes com PKU não tratados possuem um retardo 

progressivo, com quociente de inteligência (QI) menor do 

que 50 (Jervis, 1963; citado por· BerTj et al., 1990). A dieta com 
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baiKa concentração de feni1a1anina previne o retardo mental, mas 

somente se iniciada logo após o nascimento (KnoK, 1972, citado 

por Delvale et al., 1978). Isto indica que a deficiência mental 

está relacionada ao acúmulo de feni1alanina eíou seus 

metabólitos, e que os primeiros dias de vida são decisivos para a 

sua instalação <De1va11e et al., 1978). 

Appel (1966) sugeriu que o retardo mental associado a 

fenilcetonúria resulta do comprometimento da síntese protéica no 

cérebro em desenvolvimento. Oldendorf (1973) observou que a a1t a 

PKU concentração de fenilalanina no soro dos animais com 

eKperimental reduz muito a captação cerebral dos 91-andes 

aminoácidos neutros. Estes aminoácidos são transportados para o 

cérebro através do mesmo carreador da fenila1anina. É 

que o desequilíbrio de amino~cidos no c~rebro, e nao a 

provável 

elevada 

concentração de fenilalanina em si, seJa o mecanismo responsável 

pela inibição da síntese protéica cerebral observada nos 

pacientes com PKU (Singer & Johnson, 1982) 

Nos animais com PKU eKperimental se observa 

no conteúdo de mie1ina, devido à menor quantidade de 

associados à mesma, principalmente os galactolipÍd1os 

diminuição 

lipídios 

( Agi-a~"'ª 1, 

1973 citado por Tourian & Sidbur~, 1983). A diminuição do 

conteúdo de mie1ina também é devida a reduç~o da síntese protéica 

cerebt-a 1 (Appel, 1966; Siegel et al., 1971; Copenhavei- et a l., 

1 973) . 

Tem sido observado que a fenilalanina e seus 

metabólitos "in vitro" alteram a atividade de enzimas associadas 

a neurotransmissão. Fenilpiruvato e fenilacetato diminuem a 

atividade da heKoquinase (Weber, 1969) assim como, fenilalanina e 
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fenilpiruvato alteram a atividade da ATP-difosfohidrolase <EC 

3.6.1.5) em fração sinaptossomal de c6rtex cerebral de ratos 

( w~ se, 1990) . 

Para elucidar os mecanismos pelos quais a 

fenilcetonúria atua impedindo o desenvolvimento neuronal normal 

várias tentativas de imitar a doença humana em animais de 

laboratório foram realizadas. Foi desenvolvido um modelo de PKU 

com administração de fenilalanina em altas doses aos animais, 

atingindo altas concentrações de fenilalanina no soro. 

Entretanto, este modelo mostrou-se ineficiente, devido ao acúmulo 

concomitante de tirosina (Clark, 1969; Prensk~, 1971; Johnson, 

1973 - citados por Lane et al., 1980). Para inibir a forrnaçio de 

tetraidrobiopteridina e, consequ~nternente diminuir a hidroxilação 

da fenilalanina, foram utilizados inibidores da enzima pteridina 

redutase ta 1 corno esculina (Valdivieso et a 1 . , 1975) e 

antibióticos corno cotrimazole (Dhondt, 1977 - citado por Lane et 

a 1., 1980), mas estes se mostraram tóxicos e nio específicos em 

suas ações. 

Lipton e colaboradores (1967) introduziram um modelo 

de HFA em ratos com administração concomitante de fenilalanina e 

p-clorofenilalanina que é um inibidor da PAH. Neste modelo, 

algumas das características de fenilcetonúria foram reproduzidas, 

porém a p-clorofenilalanina apresentou diversos efeitos tóxicos e 

ações não específicas (lane et al., 1980). 

Greengard e colaboradores, (1976) introduziram um 

modelo de fenilcetonúria com administração de fenilalanina 

MePHE e um juntamente com c1---met i 1 feni !alanina ( MePHE) . A 
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análogo da 

hepática. 

fenilalanina e um potente inibidor da 

tratados desta maneira 

enzima PAH 

exibem 

concentrações 

Camundongos 

plasmáticas de fenilalanina aproximadamente 10 

vezes maior do que o normal, sem aumento na concentração de 

tirosina ou efeito no crescimento do animal (Greengard et a 1 . , 

1976) . MePHE produz menos efeitos tóxicos do que p-

clorofenilalanina <Delvalle, 1978). 

Huether e colaboradores < 1983), observaram que 

submetidos a modelo experimental de fenilcetonúria com 

ratos 

injeção 

diária de fenilalanina mais MePHE apresentaram pequena redução de 

peso corporal mas considerável dano no desenvolvimento 

como peso, tamanho e conteúdo de DNA diminuídos. 

cerebral 

Estudas realizados em nossos laboratórios demonstraram 

que PKU aguda produzida em ratos com 29-31 dias de idade, não 

afetou a atividade motora nem o comportamento exploratório das 

animais, mas afetou a aquisição e/ou consolidação da memória, sem 

interferir na evocação da mesma na tarefa de campo aberto. Estes 

efeitos foram independentes da presença da MePHE (Castilhos, 

1986) 

Estudos 1n vitro" realizados em nossos laboratórios 

mostraram que a p-clorofenilalanina, mas nio MePHE inibem a 

piruvato quinase e a captação cerebral de glicose (Rodrigues 

et al., 1990). 

A PKU experimental (aguda e cr6nica) induzida em ratos 

com administração de fenilalan1na em associação com MePHE 

aumenta a atividade da ATP-difosfoidrolase em fração 

sinaptossomal 

(W;1se, 1990). 

de córtex cerebral de ratos em desenvolvimento 
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I.1.b - Hiperprolinemia 

A prolina é um aminoácido não essencial. A L-prolina é 

o maior substrato metab61ico nos fluidos extracelu1ares sendo 

excedido apenas por g]utamina e alanina no "pool" de aminoácidos. 

A pro1ina pode ser sintetizada a partir da ornitina e 

glutamato tendo pirro1ino-5-carboxi1ato (P5C) ou gama-semialdeído 

g]utâmico como intermediários (figura I.2). Os dois 

compostos estão em equilíbrio espontâneo. A 

aminotransferase cataliza a conversão de ornitina para 

ornitina parece ser a fonte principal de prolina (Smith, 

citado por Phange & Scriver, 1989). 

últimos 

ornitina 

P5C. 

1979 

A 

A degradação da prolina em seres humanos envolve a sua 

conversão para P5C pela enzima prolina oxidase e a oxidação do 

P5C a ácido glutâmico pela enzima pirrolino-5-carboxilato 

+ desidrogenase NAD(P) dependente (Strecker, 1960) (figura I.2). 

Todas as reações apresentadas na figura I.2, exceto a 

reação catalisada pela enzima orn1tina aminotransferase, possuem 

enzimas separadas catalisando os passos de síntese e degradação 

da prolina. 

A prolina oxidase está ligada à membrana mitocondrial 

do fígado, rim 

Fitscha, 1970 

e cérebro (Tagart & Krakaur, 

citados por Phang & Scriver 

1949; Krarnar & 

1989) . A P5C 

desidrogenase pode estar presente no citoso1 e na mitocôndria. 

Observando-se a rota metabólica da pt-olina podemos 

notar que o P5C não é só um intermediário do metabolismo da 

prolina, corno também, ocupa uma posição central no metabolismo 

intermediário, ligando o ciclo dos ácidos tricarboxílicos e o 

9 



ciclo da uréia. 

Hiperprolinemias são erros inatos do metabolismo 

causados pela deficiência de enzimas que compõem a via 

degradativa da prolina. Existem dois tipos de hiperprolinemia: 

hiperpro1inemia tipo I e hiperprolinemia tipo II. Cada tipo e 

devido a mutações em diferentes locus génicos; ambas sao 

desordens autossBmicas recessivas (Phang & Scriver, 1989). 

A hiperprolinemia tipo I é causada pela deficiência na 

atividade da enzima prolina oxidase que converte prolina em P5C 

Nos indivíduos com este tipo de hiperpro1inemia são encontrados 

níveis plasmáticos de prolina 3 a 5 vezes maiores do que o normal 

(valores 

aminoácidos 

normais 0,10 - 0,45 mM), permanecendo os 

em seus níveis normais. A excreção de P5C e 

outros 

norma 1 . 

O nível de pro1ina no líquido céfalo-raqu1diano é normal na 

maioria dos casos (Shafer et al., 1962; Efron, 1965; 

al., 1976) 

Fusco et 

A hiperprolinemia tipo II e devida a ausência ou 

deficiência severa de atividade da enzima pirrolino-5-carboxilato 

desidrogenase que catalisa a conversão do P5C em glutamato (Va11e 

et al., 1973). Os pacientes com este tipo de hiperpro1inemia 

possuem concentrações plasmáticas de prolina 10 a 15 vezes 

maiores do que o normal. 

Pacientes com hiperprolinemia tipo II excretam uma 

substância com atividade 0-aminobenzaldeído na urina identificada 

como ácido pirrolino-5-carboxílico (Goodman et a1., 1974). Esta 

substância está presente no plasma e na urina em concentração 10 

a 40 vezes maiores do que o seu valor normal (Flemming et a 1 . , 
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Figura I.2 - Rota metabólica da pro1ina ( Phang & Scriver, 1989 ) 

1- Pro1ina oxidase 

2- Pirrolino-5-carboxilato-redutase 

3- Ornitina aminotransferase 

4- Pirrolino-5-carboxilato desidrogenase 

5- Pirrolino-5-carboxilato sintase 
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1984) . A presença deste composto, que pode estar conjugado com 

glicina, diferencia hiperpro1inemia tipo II do tipo I (Wajner et 

a1., 1990). 

A concentração de prolina, maior do que a 

de P5C, nos pacientes com hiperprolinemia tipo II, 

concent i-ação 

p r·ovave 1 mente 

reflete a atividade das enzimas P5C redutase e prolina oxidase. A 

P5C redutase em fígado e rim possui velocidade máxima 2 a 3 vezes 

maior e Km 

oxidase tem 

10 vezes menor para P5C (0,2 mM) do 

para pr·olina <2 mM), favorecendo o 

que prolina 

acúmulo de 

prolina (Peisach & Streker, 1962). Além do mais P5C redutase no 

fígado e rim é relativamente insensível à inibição por prolina 

(Peisach & Streker, 1962; Val le et al., 1973). Portanto, a alta 

concentração de prolina não inibe a conversão de P5C em prolina. 

Nas hiperprolinemias o ónico aminoácido aumentado no sangue é a 

prolina, porem, pr·ol ina, hidroxiprolina e glicina estão em 

c o n c e n t i- a ç õ e s aumentadas na urina. A excreção urinária elevada 

destes aninoácidos e chamada iminog1 icinüt-ia e e devida a 

competição da pro1ina em excesso com os demais aminoácidos que 

compartilham o mesmo sistema de transporte renal. 

Acido-gama-aminobutírico (GABA), glutamato e prolina, 

que possuem propriedades neuromoduladoras, estão elevados nos 

pacientes com hiperpro1inemia tipo II. 

Vários trabalhos comportamentais empregando modelos de 

hiperprolinemias tipo I e II têm demonstrado que 

alterações comportamentais decorrentes destes estados em 

submetidos a tais modelos, porém, o assunto ainda 

existem 

an1ma1s 

apresenta 

algumas controvérsias que esperam por posterior confirmação 

(Cherkin et al., 1976; Baxter- et al., 1985; Davis et a1., 1987). 
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Trabalhos realizados em nosso laboratório (Moreira et 

a 1 . , 198 9 ) d em o n s t rara m haver um d e e r· és c i mo na api-endizagem de 

animais submetidos a um modelo experimental que simulava os 

níveis de prol1na observados em pacientes com hiperprolinemia 

tipo II. Foi observado que a alteração de aprendizagem era 

permanente. Esta deficiência foi observada em aprendizado com 

tarefas não aversivas. 

Há controv~rsia quanto a relação entre hiperprolinemia 

tipo II e alterações clínicas. Segundo Phang e Scriver (1989), as 

hiperprolinemias são condições benignas, não se constituindo em 

doença e não sendo indicado tratamento. Outros autores sugerem 

que dietas pobres em prolina administradas às crianças ajudam a 

melhorar os sintomas de retardo mental e físico quando presentes 

nos pacientes com hiperprolinemias tipo I (Harries, 1971 - citado 

por Davis et al ., 1987) e tipo II (Goodman et al., 1974). 

1.1.c - Metilmalonicacidemia 

O metilmalonato <MMA) ~ um ~c1do org~n1co derivado da 

metilmalonil-CoA (MMCoA) que, por sua vez, ~ sintetizada a partir 

de duas fontes: catabolismo da timina, que contribui pouco para a 

for·maç:ão 

principal 

do MMCoA e carboxilaçio do prop1on1l-CoA, 

fonte de MMCoA. O propionil-CoA provem do 

que e a 

catabolismo 

de alguns aminoácidos essenciais (isoleucina, valina, metionina e 

treonina), alguns ácidos graxos, e colesterol (Rosenberg & 

Fenton, 1989) (figura 1.3). 

Metilmalonicacidemia é uma doença hereditária 
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autoss6mica recessiva. Caracteriza-se pelo ac0mulo de MMA no 

sangue e nos tecidos, devido a um defeito na atividade da enzima 

meti1ma1oni1-CoA-mutase <MMCoA mutase) que faz a conversão de L

metilmalonil-CoA em succinil-CoA (Rosenberg & Fenton, 1989). 

De acordo com a natureza do comprometimento bioquímico 

envolvido, as meti1ma1onicacidemias são classificadas em 7 tipos, 

sendo 2 os mais comuns: tipo Mut 0
, que é devido a completa 

ausência da atividade da enzima MMCoA mutase; e o tipo Mut , que 

é causado pela redução parcial da atividade da enzima ( Rosenber·g 

& Fenton, 1989). 

A principal característica bioquímica dos pacientes 

afetados é o ac0mulo de MMA no sangue e na urina. Enquanto 

crianças mormais e adultos excretam na urina menos de 5 mg de MMA 

diariamente, crianças com metilmalonicacidemia excretam 240 a 

5700 mg num período de 24 horas. A concentraçio plasmática de 

MMA, nio detectada em pessoas normais, varia de 2,6 a 34 mg/dl 

nestes pacientes <Rosenberg & Fenton, 1989). A concentração de 

MMA no liquido céfalo raquidiano em um paciente foi igual a 

concentração sanguínea (18,6 mg/dl) (Oberholzer et al., 1967). 

Uma vez que a carboxilação do propionil-CoA e 

reversível, propionato e alguns de seus precursores (butanona) ou 

metab61itos C ~ -hidroxipropionato e metilcitrato) também acumulam 

no sangue e na urina dos pacientes com metilmalonicacidemia, 

porém em baixas concentrações (Rosenberg & Fenton, 1989). 

As características clínicas mais comuns nos pacientes 

com metilmalonicacidemia são vômitos, letargia, hipotonia, 

hepatomegalia, convuls5es, retardo mental e coma (Oberho12er et 
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Figura I.3 - Rota de degradação do propionil-CoA à succinil-CoA 

< Rosemberg & Fenton, 1989 >. 

1 - Propionil-CoA carboxilase 

2 - Hetilmalonil-CoA racemase 

3 - metilmalonil-CoA mutase 



al., 1967). 
Ledle~ e colaboradores (1984) descreveram 8 crianças 

que apresentavam metilmalonicaciddria benigna. E s t as e r- i a n ç as , 

possuiam níveis altos de MMA na urina e a excreção de 

hidroxipropionato, rnetilcitrato e out r~os rnetabóiitos do 

propionil-CoA era normal. Mesmo sem tratamento estas crianças 

apresentaram desenvolvimento físico e mental normal, sem 

episódios de ac1dose metabólica. 

Foi detectada hipoglicemia nos pacientes com 

metilmalonicacidemia ap6s a ingestão de proteínas (Oberholzer et 

a l . , 1967) . Esta hipoglicemia pode ser devida à inibição da 

gliconeogênese, urna vez que o metilrna1oni1-CoA, que é um potente 

inibidor da piruvato carboxilase (Utter, 1964 citado por· 

Rosenberg & Fenton, 1989), está aumentado nestes pacientes. 

Uma característica importante da metilmalonicacidemia e 

a acidose metabólica. Esta acidose nio ~ devida tanto à elevação 

do MMA no sangue destes pacientes, mas ao aumento da concentraç~o 

de corpos cetôn1cos. O excessivo aumento dos Óltimos e r·esul t ado 

de uma grande utilizaç5o de ~cidos graxos pelo fígado para manter 

a glicemia (Oberholzer et al., 1967). 

Trabalhos realizados em nosso laboratório demonstraram 

uma diminuiç~o no conteódo de ~cido N-acetilneuramínico 

gangliosidios em cerebelo de ratos com 25 dias de vida <Wajner et 

a l . , 1988). Além disto, foi observado um aumento da captação de 

glicose e inibiçio da atividade da succinato desidr·ogenase em 

cérebro de ratos com 30 dias de vida, em jejum. Foi constatado, 

também, que o MMA "in vitr·o" diminui a captação cerebr·al de (~ -

hidroxibutirato e inibiu a atividade da P-hidroxibutirato 
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desidrogenase, principalmente nos ratos em jejum <Dutra at a 1 . , 

1991) 

Tr·aba 1 hos comportamentais r·ea 1 izados em nosso 

laboratório (Dutra, 1987) demonstraram que a metilmalonicacidemia 

experimental n~o teve efeito sobre a atividade motora dos r·a tos, 

porém os mesmos apresentaram-se mais reativos que o grupo 

controle ao choque elétrico de 0,8 mA aplicado no teste de 

esquiva ativa de duas vias. 
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I. 2 - CITOESQUELETO 

O citoesqueleto é composto por uma rede protéica que 

está presente no citoplasma das células eucarióticas. 

responsável por varias funções celulares tais como: 

Ele e 

divisão 

celular, aderência das células a um substrato <Bra::1 & White, 

1988), contração muscular (Cooke, 1986) e muitas das mudanças de 

forma de embriões de vertebrados em desenvolvimento <Albert et 

a 1., 1989) . Ele também proporciona os instrumentos para o 

movimento ativo de organelas de um lugar para outro no citoplasma 

(Birchmeier, 1984). Desde que o citoesqueleto está aparentemente 

ausente em bactérias, ele deve ser fator· fundamental na evolução 

das células eucarióticas. 

Existem 

citoesqueleto: 

microtúbulos. 

3 tipos de 

microfilamentos, 

fibras 

filamentos 

Estes componentes do 

que constituem 

intermediários 

citoesqueleto 

interconectados formando uma rede tridimensional. 

o 

e 

são 

Os 

morfológicos 

(S1autterback, 

rnicrotúbulos foram os pr1me1ros elementos 

do citoesqueleto cl serem caracterizados 

1963; Ledbetter & Porter, 1966). Os microtúbulos 

são tubos ocos com 25 nm de diimetro, compostos pot- um 

heterodímero composto por alfa e beta tubul1na com peso 

molecular em torno de 54 kDa. Estas subunidades polimerizam 

hidrolisando uma molécula de GTP (Weisenberg, 1972). Apesar de 

ainda ser desconhecido o modo de ação dos microt0bu1os em sua 

totalidade, este constituinte do citoesqueleto é, talvez, o mais 

estudado até hoje. 
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Os microfilamentos são compostos por subunidades de 

actina monomérica, com peso molecular de 42 kDa, dispostos em 

homopolimeros lineares de aproximadamente 7 nrn de diãmetro. Eles 

estão situados em regiões da célula suJeitas a estiramentos 

(Brabander, 1983). Assim como os microtúbulos, os filamentos de 

actina associam-se a partir de subunidades solúveis, mas 

utilizando o ATP como fonte de energia 

Os 

categoria de 

filamentos intermediários constituem a terceira 

filamentos que compõem o citoesqueleto. 

assim chamados por possuírem diâmetro 1nter·mediário 

Eles 

entre 

microfilamentos e os microtúbulos, aproximadamente 10 nrn. 

Além das três redes bem conhecidas de filamentos 

são 

os 

que 

constituem o citoesqueleto, Porter e colaboradores (Wolosewich & 

Porter, 1976, 1979 citados por Kuroda & Port er·, 1987) 

observaram a existência de urna rede de filamentos extremamente 

finos (3 a 8 nm) a qual chamaram rede microtrabecular·. De acordo 

com aqueles autores os outros constituintes do citoesqueleto e as 

organelas celulares estão contidos no interior desta rede 

tridimensional A existência da rede m1crotrabecular no 

citoplásma das células "in vivo e uma quest~o controvertida, 

sendo considerada por alguns autores como um artefato de técnica. 

Os filamentos intermediários constituem uma 

multigênica heterogénea e estão presentes em todas as 

familia 

células 

eucarióticas <Steinert & Roop, 1988). Eles são divididos em 

subclasses 

possuindo 

(Tabela I.1) que são características de cada 

propriedades bioquímicas e imunológicas 

tecido, 

distintas 

(Bloemendal & Pieper, 1989). As lâminas nucleares, que formam uma 

camada na superfície interna da membrana nuclear constituem uma 
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Tabela I.1 - Classificação dos Filamentos Intermediários 

suas orígens celulares (B1oemenda1 & Pieper, 1989). 

( F I ) e 

Tipo celular 

Epitélio 

Mesenquimais e maioria 

das células em cultura 

Células musculares 

Células gliais e 

astróc1tos 

Neurônios 

Proteínas 

dos FI 

queratinas ácidas 

queratinas básicas 

vimentina 

desrn1na 

GFAP (proteína glial 

fibrilar ácida) 

neurofilamentos 

20 

Massa 

molecular 

( k Da) 

40-70 

57 

50 

52 

68, 150, 200 



família a parte de proteínas dos filamentos intermediários que 

está presente em todas as células (Franser et a 1 . , 1 987) . 

Os filamentos intermediários sio polímeros constituídos 

por moléculas protéicas fibrosas que possuem 3 regiões distintas: 

região central, região amino-terminal e região carb6xi-terminal 

(figura I . 4) A região central (310 a 315 resíduos de 

aminoácidos) 

interrompida 

possui estrutura secundária em alfa hélice 

por regiões 

estrutura secundária e 

não helicoidais, possui 

sequência de aminoácidos 

tamanho, 

altamente 

conservados (Steinert & Roap, 1988) As regiões amino-term1nal e 

carbóxi-terminal possuem tamanho e sequencia de aminoácidos 

var-1áve1s e sao responsáveis pela diferença no tamanho e nas 

propriedades físico-químicas e imunológicas existentes entre as 

proteínas dos filamentos intermediários (Bloemendal & Pieper, 

1989) . 

A polimerização das subunidades protéicas formadoras 

dos filamentos intermediários ocorre em 3 etapas (figura 1.5). Na 

primeira etapa dois mon6meros interagem através da regiio central 

em alfa hélice formando um dímero. Na segunda etapa, dois dírneros 

se combinam formando um tetrãmero, também chamado protofilamento. 

Baseado em experimentas com anticorpos sobre os t et râmei-os 

polimerizados "in vitro", notou-se que os dímeros são arranJados 

de maneira antiparalela um ao outro <Geisler et al., 1985; 

Stewart et a 1 . , 1989) . Isto indica que, ao cont rár·io dos 

microtúbulos 

filamentos 

e microfilamentos que possuem estrutura polar, 

intermediários são apolares. A organização 

os 

dos 

tetrâmeros no filamento 1ntermedi~rio é pouco conhecida. Estudos 

sugerem que uma mol~cula de filamento 1ntermediár10 seja composta 
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Figura I.4 - Esquema de uma subunidade de filamento intermediário 

(Bloemendal & Pieper, 1989) 
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Di~ro \ 

Protofilornento ----..._ 

I ◄ 10 nm 

--Mon6rnero 
de FI 

~ 

Figura I.5 Polimerização das subunidades protéicas dos 

filamentos interme~iários. 

Dois monômeros de FI interagem formando um dímero, a seguir dois 

dime~os se combinam formando o protofilamento. Seis a oito 

protofilamentos se combinam e formam a molécula de FI (B1oemenda1 

& Pieper, 1989). 
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por· seis a oito protofi1amentos (Steinert & Roop, 1988) . A 

polimerização Hi v1tro" dos filamentos 1ntermendiários parece 

ser independente de energia (Steinert et al., 1976). 

As cadeias protéicas dos filamentos intennediários 

sofrem modificações pós-traducionais, por razões ainda não bem 

conhecidas mas que, provavelmente, regulam sua função e sua 

organização dinâmica na célula. Estas modificações 
, 

pos-

traducionais incluem acetilação do resíduo amino terminal <Celis 

et al., 1983) fosforilação, prote61ise e g1icosilação. A maioria 

das modificações ocorrem nos domínios terminais das cadeias dos 

filamentos intermediários (Steinert & Roop, 1988). 

Apesar do considerável avanço no conhecimento da 

estrutura, padrão de expressão gênica e organização dinâmica dos 

filamentos intermediâr1os nas células, não se sabe com clareza 

qual a sua função. Parece que o papel principal dos mesmos~ de 

integrador mec~nico do espaço celular CKl~mkowsk~ et al., 1 989) . 

Os filamentos intermed1ár1os podem também estar envolvidos no 

transpor·te de informações, ou na diferenciação celular 

(Bloemendal & Pieper·, 1989). 

I. 3 - NEUROFILAMENTOS 

Os neurofi1amentos são os filamentos intermediários 

presentes nos neur6n1os. Eles são compostos por um trip1ete de 

componentes protéicos com massas moleculares aproximadas de 68, 

150 e 200 kDa. 

A organização ultra-estrutural dos componentes do 
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triplete protéico que forma os neurofilamentos foi examinada 

usando anticorpos contra componentes individuais do triplete 

Estes estudos indicaram que a subunidade de 68 kDa forma o núcleo 

do filamento, enquanto a subunidade de 150 kDa se enrola em forma 

de hélice ao redor do núcleo e a subunidade de 200 kDa foi-ma 

braços laterais que fazem conexão entre os filamentos e com 

outras estruturas celulares, conforme esquematizado na figura I.6 

(Sharp et al ., 1982; Tokutake, 1990). 

Tokutake (1990), baseado em experimentos de associação 

e na estrutura primária dos neurofilamentos concluiu que as 

subunidades de 150 e 200 kDa se associam com a subunidade de 68 

kDa através da região central em alfa hélice, formando uma 

estrutura em forma de "bastão", enquanto que as regiões carbóxi

terminais das subunidades de 150 e 200 kDa localizam-se na face 

externa desta estrutura formando uma superfície do tipo 

"espanador". 

Os neurofilamentos estão presentes em maior quantidade 

nos ax6n1os do que no corpo celular dos neurônios (Drake & Lasek, 

1984) e estão distribuidos espaçadamente, ou mesmo ausentes, nos 

dendrites de muitos neurônios (Wuerker & K1rkpatrick, 1972) No 

entanto, a subunidade de 68 kDa está presente em quantidades 

aproximadamente iguais no corpo celular e no axôn10. Os 

neurofilamentos presentes nos axônios são altamente fosforilados, 

enquanto aqueles do corpo celular e dendrites n~o são (Lee et 

a 1 . , 1987; Ob 1 inger·, 

neurofilamentos tem 

1987) . A subunidade de 200 kDa 

um desenvolvimento independente 

dos 

das 

subunidades de 150 e 68 kDa durante a diferenciação celular do 

cérebro de rato e sua expressão em diferentes regi6es é variâvel. 
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200kDa 
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~~ 

Figura 1.6 - Esquema da ornização dos componentes do triplete 

protéico dos neurofilamentos (Tokutake, 1990). 
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Além disto, a subunidade de 200 kDa aparece depois 

subunidades dos neurofi1amentos (Shaw & Weber, 1982). 

Estudos com microscopia eletrônica 

dos neurofilamentos em ax6nio, organização 

dendritos <Hirokawa, 1982; Hirokawa et 

indicam 

corpo 

a 1 . , 

das demais 

diferente 

celulai- e 

1984) . Os 

neurofilamentos no ax6nio t~m orientaçio paralela e sao 

entrelaçados por muitas pontes, enquanto os do 

tendem a estar orientados ao acaso e o número de 

reduzido a cerca de 2/5 em relação as do 

corpo celular 

pontes 

axônio. 

está 

Os 

neurofilamentos nos dendritos possuem orientação paralela mas sao 

dispersos, ou existem como pequenos feixes e com frequência de 

pontes cerca de 3/5 em relaçâa às do ax6nio. As pontes que 

os neurofilamentos são formadas pela cauda carboxílica 

ligam 

das 

subunidades protéicas de 150 e 200 kDa (Hisanaga & Hirokawa, 

1989) . 

As funções dos neurofilamentos como dos demais 

constituintes 

definida. E 

dos filamentos intermediários não 

proposto que os neurofilamentos possuam 

está 

função 

bem 

de 

manter a organização axoplasmática (Kl~mkowsk~ et a 1 . , 1989) . 

A 1 ém disto, Hofman e colaboradores (1988) suger·em que 

neurofilamentos 

calibre axona1. 

Estudos 

podem atuar na manutenção ou determinação 

indicam que o número de neurofilamentos 

ser alterado mediante algumas condições experimentais, tais 

05 

do 

pode 

como 

baixa temperatura <Brimijoin et al., 1979; Piezzi & Cavicchia, 

- citados por Cuenca et a1., 1987), axotomia <D~ck et a l . , 1981 

1985) , aumento na atividade neuronal (Alvarez et al., 1982) e 

administração de horm6nios ou substincias tóxicas (Griffin et 
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al., 1983; Marc & Rabie, 1985). 

Sio descritas v~rias substgncias químicas que alteram a 

distribuição dos neurofi1amentos no axon10. Algumas, como n-

hexano, metil n-butil cetona, 2,5-hexanodiona, dissulfito de 

carbono e acrilamida causam acúmulo dos neurofilamentos na porçio 

distal do axônio (Sa~re et ai., 1985). Esta mesma alteração 

morfológica ocorre na neuropatia do axônio gigante (Pena, 1982; 

Monaco et a 1 . , 1985) . Outros produtos tóxicos como (3 , f-> 

iminodipropionitrilo (IDPN) e alumínio causam acúmulo dos 

neurofilamentos na porção proximal do axônio, o que também é uma 

característica da doença chamada esclerose lateral am1otrófica 

(Sa~re et al ., 1985) 

Trabalhos realizados em nosso laboratório (Paz et a 1 . , 

no prelo) demonstraram que a desnutriç~o protéica pos nata] 

causou aumento das subunidades protéicas de 150 e 68 kDa dos 

neurofilamentos em córtex cerebral de ratos com 90 dias de 

reabilitados nutricionalmente. 

idade 

Levando em consideraçio estes trabalhos que demonstram 

ser os filamentos intermediários sensíveis a fatores externos, 

decidimos verificar os efeitos dos modelos experimentais de erros 

inatos do metabolismo sobre a quantidade dos filamentos 

intermediários no córtex cerebral e no cerebelo de ratos com 30 

dias de vida. 
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I.4 - OBJETIVOS 

Este trabalho teve como objetivos: 

Verificar o efeito da administraç~o crônica de 

feni1a1inina + d-.-metilfeni1alanina, de prolina ou de ácido 

metilmalônico sobre as proteínas dos filamentos intermediários 

do córtex cerebral e do cerebelo de ratos com 30 dias de vida. 

Fazer um estudo comparativo dos constituintes dos 

neurofilamentos de córtex cerebral e de cerebelo de ratos com 30 

dias de vida. 
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II. MATERIAL E METODOS 
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II.1 - REAGENTES QUIMICOS UTILIZADOS 

Fenilalanina, t:A..-met i 1 feni lalanina, prolina, ácido 

metilmalôn1co, EGTA, Triton X-100, fen11meti1su1foni1 f1 uoret o 

(PMSF), benzamidina, leupeptina, antipapaÍna, pepstatina, 

quimiostatina, dodecil sulfato de sódio (SDS), albumina bovina, 

tris-HCl, glicerol, r -mercaptoetanol, acrilamida, N,N-

metilbisacrilamida, glicina, Comassie blue R-250, kit MW-SDS-200-

(6H) e protease V-8 de L aureus foram da Sigma. Uréia, fosfato 

de potássio, cloreto de magnésio, etanol, acetona, metanol, 

ácido acético,hidróxido de sódio e ácido fosfórico foram da 

Reagen. Cloreto de sódio, cloreto de potássio, EDTA e azul de 

bromo fenol foram da Merck. Anfolinas - pH 5-7 e 3,5-10 foram da 

LKB. Todas as soluções foram preparadas com água destilada. 

II.2 - ANIMAIS EXPERIMENTAIS 

Foram utilizados ratos Wistar de ambos os sexos. 

Durante a gestação as ratas grávidas foram mantidas em gaiolas 

individuais. No dia do nascimento, as ninhadas foram ajustadas 

para oito filhotes por eliminação dos excedentes. 

de 21 dias os filhotes foram desmamados. 

Com a idade 

Todos os ratos foram mantidos em ambiente climatizado 

(20°C) com intervalos de 12 horas de ciclo claro/escuro, 

recebendo água e ração comercial (Germania) "ad 1ibitum". 

II.3 - TRATAMENTO 

Com o propósito de atingir níveis sér1cos e cerebrais 

de feni1a1anina <PHE), prol ina <PRO), e ácido metilmalónico 
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(MMA) 

EIM, 

similares aos encontrados em pacientes com os respectivos 

foram feitas administrações, por via subcutânea, de drogas 

com concentrações crescentes conforme a idade dos animais, de 

acordo com parâmetros farmacocinéticos medidos em nossos 

laboratórios (Castilhos, 1986; Dutra, 1987; Moreir·a et a 1 . , 

1989) . As soluções foram preparadas de maneira a injetar-se um 

volume de 2,0 ml por· 100 g de peso corporal. Essas inJeçÕes foram 

aplicadas duas vezes ao dia, com intervalos de aproximadamente 9 

e 15 horas entre cada injeção, do sexto ao vigésimo oitavo dia de 

vida do animal. 

Dentro de cada ninhada os animais foram divididos em 

quatro grupos de acordo com o tratamento aplicado (ou controle). 

As concentrações e doses das drogas administradas podem ser 

vistas na tabela II.1. 

Grupo 1 - Fenilcetonúria: A L-fenilalanina (PHE> foi 

dissolvida em solução salina por aquecimento a 80°C <Cast1lhos 

et al., 1986). Uma vez por dia, juntamente com a L-fenilalanina, 

foi dissolvida~-metil-D,L-fenilalanina (MePHE) que é um 1nib1dor 

da enzima fenilalanina hidroxilase (PAH) <Greengard et al, 1976) 

Grupo 2 - Hiperprolinemia: A L-prolina foi dissolvida 

em solução salina (Moreira et al., 1989). 

Grupo 3 - Metilmalonicacidemia. A solução de ácido 

metilmalônico foi ajustada para pH entre 7,2 e 7,4 com NaOH 

antes da administração (Dutra, 1987). 

Grupo 4 - Controle: 

salina (NaCl 0,85 g¾). 
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Tabela II.1 - Esquema de indução de modelos experimentais de 

erros inatos do metabolismo 

IDADE FENILCETONURIA HIPERPROLINEMIA 

(dias) Fenil- ~-metil Prolina 
alanina fenil 

alanina 

6-12 (a) 1, 75 1, 40 7,50 

(b) 0,21 0, 16 1, 30 

13-17 (a) 2,50 1, 40 8,50 

(a) 0, 30 0, 16 1, 53 

18-22 (a) 3,75 2, 15 9,50 

(a) 0,45 0,24 1, 65 

23-28 (a) 4,50 2, 15 10,50 

< b ) 0,54 0,24 1, 82 

METILMALONICACIDEMIA 

Acido 
metilma16nico 

0,45 

0,07 

0,52 

0,09 

0,75 

0, 13 

1, 00 

0, 17 

----------------------------------------------------------------

(a) - Concentração expressa em g / dl. 

(b) - Dose expressa em mmol / 100 g de peso corporal 
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As soluções foram mantidas à temperatura de 

aproximadamente 37°C até serem injetadas nos animais. 

No trigésimo dia de vida, os animais foram pesados e 

sacrificados por decapitação com guilhotina. O cérebro foi 

imediatamente removido, pesado e transferido para uma placa de 

Petri invertida sobre gelo picado. O córtex cerebral e o cerebelo 

foram dissecados, pesados e homogeneizados em tampão de Dahl para 

extração dos filamentos intermediários (FI), 

abaixo. 

conforme descrito 

~ I 

II.4 - EXTRAÇAO DOS FILAMENTOS INTERMEDIARIOS 

As frações enriquecidas em FI foram obtidas por 

modificação do método de extração descrito por Shaw e Weber 

(1982), conforme esquematizado na figura II.1. 

Dentro de cada ninhada, a extraç~o de FI foi feita a 

parti,- de um "pool" de dois córtices cerebrais ou de dois 

cerebelos de animais submetidos ao mesmo tratamento de maneira 

que cada ninhada fornecia uma amostra para cada um dos 

tratamentos. 

O material foi homogeneizado com homogeneizador Potter 

Elvehjem e êmbolo de Tef1on a velocidade de aproximadamente 1.000 

rpm (entre 800 e 1.200 rpm), com 5 movimentos verticais e 4°c, em 

20 volumes de tampão, pH 7,1 ,contendo KH2P04 5 mM; KCl 600 mM; 

MgCl2 10 mM; EGTA 2 mM; EDTA 1 mM; Triton X-100 1 ¾; PMSF 1 mM; 

Benzarnidina 1 rnM e 2 ug/ul de urna mistura de inibidores de 

proteases contendo leupeptina, antipapaína, pepstatina e 
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quimiostatina. 

Uma alíquota de 0,5 rn1 foi retirada do homogeneizado 

(fração H) para dosagem de proteínas e o restante centrifugado 

durante 10 minutos a 17300 x g, a 4°C em uma centrifuga Sorva11, 

rotor SS-34. O sobrenadante (fração S1) foi recolhido e o 

precipitado novamente homogeneizado em 20 volumes de tampão de 

Dahl sendo submetido a nova centrifugação nas mesmas condiç5es 

anlcrior·mente. O sobrenadante (fração S2) foi descritas 

recolhido. O precipitado (fração FE), insolóvel em alta força 

i6nica e pH 7.1, corresponde ã fração rica em FI. 

Todas as frações <H, S1, S2 e FE) foram precipitadas 

separadamente com ácido tricloroacético 5 ¾ a frio e lavadas duas 

vezes com etanol e uma vez com acetona. Após centrifugação a 1085 

x g durante 3 minutos e completa evaporação da acetona, a 

proteína precipitada foi dissolvida em SDS 1 ¾ e armazenada a 

20°c negativos para posterior utilização. 

II.5 - DOSAGEM DE PROTEÍNAS 

A quantidade de proteínas contida em cada uma das 

frações (H, S1, S2, FE) foi dosada pelo método de Lowr::.i ( 1951) 

adaptado para amostras dissolvidas em SDS. O padrão de proteínas 

usado foi albumina bovina na concentração de 1 mg/ml em SDS 1 ¾. 

11.6 - ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA <SDS-PAGE) 

As amostras em SOS 1 ¼ foram diluídas em tampão 

contendo Tris-HCl 65 mM, glicerol 10 ¾, SOS 3 ¾, P-mercaptoetanol 

5 ¾, pH 6,8, a uma concentraçâo protéica final de 2 rng/ml. Ap6s 3 
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AMOSTRA 
("Pool" de 2 córtices 

ou de 2 cerebelos) 

Homogeneização em 
20 volumes de tampão de Dahl 

Homogeneizado 1 
(Fração H) 

1 

1 
1 

0.5 ml 1 
1------------------------1 
1 1 Centrifugação por 10 min 
1 1 a 17300 X 9 a 4°C 

Dosagem de 
proteínas 
(Fração H) 

1 
1 
1 

1-------------1-------------1 
1 1 

Sobrenadante 
(Fração S1> 

Precipitado 
1 
1 Homogeneização em 
1 20 volumes de tampão 
1 de Dahl 
1 

Homogeneizado 2 
1 

1 Centrifugação 
1 mina 17300 x 
1 

por 10 
g a 4°c 

1-------------1-------------1 
1 1 

Sobrenadante 
(Fração S2) 

Precipitado 
(Fração FE) 

fração enriquecida 
em FI. 

Figura I. 1 - Esquema de extração dos filamentos intermediários 
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minutos de fervura, foram analisadas em SDS-PAGE a 10 ¼ de acordo 

com o método de Laemmli (1970). A duraçio de cada corrida foi de 

aproximadamente 7 horas, a uma corrente inicial de 60 V e 12 mA, 

passando a 100 V e 150 mA após as primeiras 2 horas. Utilizou-se 

uma fonte de corrente da marca ''Shandon Southern''. A migraçâo foi 

acompanhada com o corante azul de bromofenol 2 ¾ em água. Após a 

migração, o gel foi corado durante 3 horas com Comassie blue R-

250 0,29 ¼, metanol 50 ¾ e ácido acético 10 ¼. A descoloração foi 

procedida por sucessivas lavagens em solução contendo etanol 20 X 

e ácido acético 7 ¾ até a descoloração completa do fundo. As 

massas moleculares das amostras foram determinadas com referência 

ao "KIT MW-SDS-200 (6H)" que contém as seguintes proteínas: 

ovoalbumina (45 kDa), albumina bovina (66 kDa), fosfori lase B 

(97, 4 kDa), al fa-galactosidase ( 116 kDa) e miosina (205 kDa). 

r-' / 

II.7 - FOCALIZAÇAO ISOELETRICA <IEF) 

A focalização isoelétrica <IEF) foi conduzida de acordo 

com o método descrito por o· Farrel (1975). 

Amostras em SDS 1 ¼ contendo 300 ug de proteína foram 

precipitadas em 8 volumes de acetona a 4° C. Após centrifugação a 

1085 h g durante 3 minutos os precipitados resultantes foram 

dissolvidos em 30 ul de "1:Jsis buffer" contendo 2 ¾ de anfolinas 

(1,6 ¾ - pH 5-7 e 0,4 ¾ - pH 3,5-10). 

O gel, contendo as mesmas anfolinas, foi depositado em 

tubos cilíndricos com 12 centímetros de comprimento e 3 

milímetros de diâmetro e coberto com 10 ul de "1:;Jsis buffer-" 

durante duas horas. Após a polimerização, 25 u1 da amostra em 

"1:Jsis buffer" foi depositada sobre o gel e coberto com "sample 
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overla~ solution". Durante a migraçâo, o cátodo continha NaOH 

0,02 Me o ãnodo H3PO4 0,01 M. A duraçio média da migraç~o foi de 

16 horas, sob corrente constante de 400 V. Após a corrida, os 

géis foram imediatamente submetidos~ eletroforese bidimensional. 

II.8 - ELETROFORESE BIDIMENSIONAL 

A segunda dimensão do IEF foi realizada nas mesmas 

condições descritas em II.6, depositando-se os géis de IEF 

horizontalmente sobre géis de SDS-PAGE. Após a migração, os geis 

foram corados e descorados como descrito anteriormente na seção 

II.6. 

, 
II.9 - SECAGEM DOS GEIS 

Após a completa descoloração, os géis foram embebidos 

na solução de secagem (glicerol 4 iL etanol 30 iD 

minutos. Em seguida, o gel foi colocado entre duas 

durante 30 

folhas de 

papel celofane previamente banhadas na mesma solução de secagem e 

o conjunto firmemente adaptado a uma placa de vidro. A secagem 

ocorreu com o auxílio de uma lâmpada de raios 

cnloLada a 40 cm da placa durante 2 horas. 

infra-ver·melhos 

II.10 - DENSITOMETRIA 

A partir dos géis de SDS-PAGE secos foi procedida a 

densitometria em um densitôrnetro da marca "Hoefer" modelo "GS 

300". As leituras são representadas de forma gráfica, onde os 

picos correspondem às proteínas presentes na fraçio enriquecida 
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em filamentos intenr1ediários <FE). Estes picos foram 

cuidadosamente recortados e pesados em balança analítica da marca 

"Mettler". Conhecido o peso de cada pico, foi possível 

estabelecer a porcentagem de cada uma das proteínas contidas na 

fração analisada. O cálculo da quantidade absoluta das mesmas foi 

feito considerando-se que a quantidade total de proteínas, dosada 

pe1o método de Lowr~, correspondia a 100 X . 

~ 

II.11 - MAPEAMENTO PEPTIDICO 

Foi feita a proteó1ise enzimática da subunidade de 200 

kDa do córtex cerebral dos ratos submetidos aos EIM, usando 

protease V-8 de L aureus, segundo o método descrito por· 

C1eve1and, (1977). .i. 

Dois géis foram usados neste procedimento. O . 
. ,,:· •'j • 

"'· 
pr·imeiro 

gel (gel A), para separar cadà componente .protéico, foi preparado 

como descrito em II.6. O segundo gel (gel B) foi usado para 

proteól1se e subsequente separaç~o dos fragmentos proteolíticos 

ger·ados. As dimensaes do gel B foram 16 x ~0 x 0,1 cm com 8 

canaletas para aplicação de amostra com 1,4 cm de 1argurc:, cada 

uma. O gel de entrada, com 5 cm de altura, possuia 4,0 ¼ de 

O gel de separação consistia de um gr~diente de 12,5 acrilamida 

20 ¾ em acrilamida. Os tampões foram os mesmos usados para o 

gel A. 

As frações enriquecidas em FI obtidas a ~artir de 

córtex cerebral dos animais submetidos aos 4 modelos 

exp eá· imen tais (aproximadamente 90 ug de pro~eínas a uma 

concentraç~o de 3 ug/ul em tamp;o .de amostra) foram pr:11meir'o 
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U F R G S 
lnst Ciências Básicas da Sal!th 

Bil:diotec11p, 

analisadas no gel A, como descr-ito em II.6. O gel A foi cor-ado 

com Comassie blue 0,2 ¾, metanol 50 ¾ e ácido ac~tico 7 ¼ por- 1 

hor-a á temper-atur-a ambiente com agitaçâo, e descorado por 45 min 

com 2 trocas de solução descorante <etanol 50 ¼ e ácido acético 

10 ¾) As proteínas de interesse ficaram visíveis com este 

procedimento. A banda contendo a proteína de 200 kDa dos NF foi 

cortada com bisturi e equilibrada em Tris-HCl 125 mM, pH 6,8, SDS 

1 ¾, EDTA 1 mM e azul de bromofenol 0,01 ¾ por 30 min. Várias 

bandas da proteína de 200 kDa, perfazendo um t ot a 1 de 

aproximadamente 12 ug da mesma amostra, foram colocadas com o 

auxílio de uma espátula numa canaleta do gel B tendo o cuidado 

para não formar bolhas de ar. Os espaços ao redor das amostras 

foram preenchidos com uma solução contendo Tr-is-HC1 125 rnM, pH 

6,8, SOS 0,1 ¾ e glicerol 20 ¾. Em seguida, 20 ul (6 ug) de uma 

solução de protease recentemente preparada contendo 0,3 ug/ul de 

protease V-8 de~ aureus em Tr·is-HCl 125 mM, pH 6,8, SDS 0, 1 ¾ e 

glicerol 10 ¾ foram adicionados em cada canaleta. A eletroforese 

foi realizada a 1000 W até que a frente do corante Comassie blue 

presente nas bandas de 200 kDa do gel A chegasse na interface com 

o gel de separação A corrente elétrica foi ent~o, interrompida 

por 30 min, período no qual ocorreu a proteólise. A corrente foi 

restabelecida a 2000 W e a migraçio continuou at~ que a frente do 

corante azul de bromofenol atingisse a parte inferior do gel de 

separação. A migração no gel B foi feita à temperatura de 10°c e 

levou aproximadamente 11 horas. O gel de separaç~o B fo1 corado e 

descorado conforme descrito em II.6. Posteriormente, este gel foi 

submetido à análise densitorn~trica. 
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II.12 - ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os dados obtidos foram submetidos à análise de 

variãncia de uma via, seguida de teste do raio mGltiplo de 

Duncan, quando indicado, através de um programa SPSS utilizando 

um microcomputador PC IBM. 

As comparaç5es entre córtex cerebral 

realizadas pelo teste "t" de Student. 
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III. RESULTADOS 

42 



III.1- EFEITO DOS TRATAMENTOS SOBRE OS PESOS CORPORAL, CEREBRAL, 

CORTICAL E CEREBELAR 

A tabela III.1 mostra os valores médios dos pesos 

corporais, cerebrais, corticais e cerebelares dos ratos de 30 

dias de idade submetidos aos EIM e do grupo controle. Para os 

cálculos foram usados os valores médios de peso de 2 animais e de 

2 estruturas estudadas. 

Com o tratamento crônico, do sexto ao vigésimo oitavo 

dia de vida, os ratos não apresentaram diferenças significativas 

de peso corporal aos 30 dias de vida [ F (3,36) = 0,658 ; p 

0.58 ]. O peso cerebral dos animais apresentou diferença 

significativa [ F (3,36) = 3,517 ; p < 0,03 J. O teste de Duncan 

mostrou que o peso cerebral dos animais submetidos aos modelos de 

hiperprolinemia e metilmalonicacidemia não sofreu alteraçio; no 

entanto, aquele dos animais submetidos ao modelo de PKU sofreu 

reduç~o significativa quando comparado com os animais do grupo 

controle. O peso cortical dos animais tratados não apresentou 

diferença significativa [ F (3,36) = 0.164 ; p > 0.91 J, o mesmo 

acorrendo com o peso cerebelar [ F (3,36) = 2,252 ; p > 0.09 J. 
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Tabela III.1 - Efeito dos tratamentos sobre os pesos corporal, 

cerebral, cortical e cerebelar de ratos com 30 dias de idadeª. 

Tratamento 

Salina 

PHE + MePHE 

PRO 

MMA 

Peso 

Corporal 

70,4 .±. 1,9 

67,4 .±. 1,8 

67,4 .±. 2,0 

68,8 .±. 2,1 

Peso 

Cerebral 

0,99 .±. 0,012 

Peso 

Cortical 

0,56 .±. 0,019 

* 0,94 .±. 0,012 0,53 .±. 0,018 

0,98 .±. 0,006 0,55 .±. 0,019 

0,98 .±. 0,012 0,53 .±. 0,019 

Peso 

Cerebelar 

0,19 .±. 0,003 

0,17 .±. 0,006 

0,18 .±. 0,009 

0,18 .±. 0,006 

-----------------------------------------------------------------

a- Peso expresso em gramas. 

Resultados expressos em média .±. erro padrão. Número de 

experimentos= 10. 

* Diferença significativa para p < 0,05 em relaç~o ao grupo 

controle ( Teste de Duncan ) . 

PHE + MePHE: Tratamento com fenilalanina e ~-metilfenilalanina. 

PRO: Tratamento com prolina. 

MMA: Tratamento com met11ma1onato. 
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III.2 - EXTRAÇAO DOS FILAMENTOS INTERMEDIARIOS 

O rrilério de extração dos filamentos intermediários 

baseou-se numa característica geral destas estruturas, ou seja, 

sua insolubilidade na presença de Triton X-100, em um meio de 

alta força iônica, em pH neutro. Utilizaram-se sucessivas 

extrações do tecido em presença de Triton X-100 1 ¾, KCl 0,6 M, 

pH 7,1 recolhendo-se em cada etapa, após centrifugação, o 

sobrenadante que continha proteínas solúveis, at~ chegar-se a uma 

fração insolúvel final. A figura III.1 mostra um gel de 

poliacrilamida a 10 ¼ <SDS-PAGE) contendo as etapas de obtenção 

da fração insolúvel em alta força i6nica. O homogeneizado total 

está representado na linha H onde se pode identificar um grande 

número de bandas, correspondentes as diversas proteínas 

celulares. Nas linhas S1 e S2 estio as proteínas solúveis do 

tecido, que permanecem no sobrenadante após centrifugação a 17300 

X g. Obser·va-se que nestas fraç6es estã a maior parte das 

proteínas do tecido. A linha P representa a fração final da 

extração, insolúvel em KCl 0,6 M, que deve conter as proteínas 

dos filamentos intermediários. Identifica-se a presença de 7 

bandas principais com pesos moleculares de 200, 150, 68, 66, 57, 

52 e 42 kDa. A linha MW representa o padrão de pesos moleculares, 

através do qual pode-se estimar o peso molecular das diversas 

proteínas encontradas ao longo da extração. Analisando-se o gel 

de SDS-PAGE nota-se que as proteínas presentes na fração 

enriquecida em FI não est~o presentes nas 

sugerindo um processo seletivo de extração, 

iônica do meio. 
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Figura III.1 - SDS-PAGE 10 ¼ das diferentes etapas de obtenção da 

-fração 

cerebral 

enriquecida em filamentos interrnedijrios no córtex 

H - homogeneizado total do tecido; S1 - sobrenadante obtido após 

a primeira centrifugação a 17300 x g contendo proteínas solJveis; 

s2 - sobrenadante obtido após a segunda centrifugação a 17300 x g 

contendo proteínas sol~veis; P - fração enriquecida em filamentos 

intermediários: 200 kDa, 150 kDA, 68 kDa - subunidades dos NF, 66 

kDa - proteina associada a FI, 57 kDa - vimentina, 52 kDa - GFAP, 

42 kDa - actina; MW - padrão de massa molecular~ de cima para 

baixo: m1osina (205 kDa), alfa-galactosidase 

fosforilase B (97,4 kDa), albumina bovina (66 kDa), 

(45 kDa). O gel foi corado com Comassie blue. 
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O método de extração, baseado na insolubilidade em alta 

força 1on1ca de proteínas dos filamentos intermedi~rios, foi 

utilizado em córtex cerebral e cerebelo dos animais controle e 

dos animais submetidos aos modelos experimentais de EIM. Em 

todos os casos os perfis e1etroforéticos foram semelhantes aos 

apresentados na figura III.1. 

,., ., 
III.3 - FOCALIZAÇAO ISOELETRICA - ELETROFORESE BIDIMENSIONAL 

A fração enriquecida em FI descrita e representada na 

linha P da figura III.1, foi submetida à técnica de focalização 

isoelétrica seguida de e1etroforese bidimensional, como descrito 

nas seções II. 7 e II. 8 de "t1ate1~ial e Métodos", com o objetivo de 

melhor caracterizar as proteínas constituintes dos FI através de 

seus pontos isoelétricos. Por esta técnica ' nos demonstramos 

também a 1nexistincia de sobreposição de bandas em SDS-PAGE. Os 

resultados obtidos estio apresentados na figura III.2, onde 

identificam-se as proteínas de 150 kDa ( PI= 5,28 ) e de 68 kDa 

( pl = 5,1 ) constituintes dos neurofilamentos e uma proteína com 

peso molecular· ligeiramente 1nfer·ior· (66 kDa), cujo ponto 

1soe1étrico corresponde ao de uma proteína associada a filamentos 

inter·mediários ( pI = 5,4 ), descrita por Chiu e colaboradores 

(1989). A proteína de 57 kDa C pI = 5,3 ), que provavelmente e a 

vimentina, proveniente das células das paredes vasculares ou, 

ainda a periferina Aletta et al., 1988 ) . Finalmente, o 

peptídeo de 52 kDa p I = 5, 6 comporta-se como a GFAP, 

subunidade dos filamentos g1iais provenientes de células gliais. 

Estas proteínas, identificadas por eletroforese bidimensional, 
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correspondem ao conjunto de filamentos intermediários encontrados 

nas células que constituem o c6rtex cerebral e o cerebelo: 

neurônios, células gliais e endote1iais. 

O principal contaminante identificado nesta fraçio e a 

de 42 kDa cujo ponto isoe1étrico corresponde ao da proteína 

actina ( pl = 5,5 ) . Embora as propriedades de solubilidade da 

actina 

sabe-se 

seJam diferentes daquelas dos filamentos inter·mediários, 

que uma parcela destas estruturas está associada in 

vivo a estes filamentos de modo que durante o processo de 

extração há um concomitante enriquecimento em actina. 

A subunidade protéica de 200 kDa dos neurofilamentos 

encontra-se presente em quantidade reduzida na preparaçâo 

por isso, não detectada em nosso gel de IEF. 

sendo, 

Em todos os casos analisados, c6rtices e cerebelos de 

ratos controle e submetidos aos modelos experimentais de EIM , o 

per·fil da fração enriquecida em FI foi semelhante quando 

analisado por esta técnica. 

III.4 - DENSITOMETRIA 

A figura III.3 mostra um yel de SDS-PAGE da fração 

enriquecida em filamentos intermediários com a r·esp ec tiva 

densitometria. Os picos correspondem às subunidades protéicas dos 

filamentos intermediários. 
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Figura III.2 E1etroforese bidimensional em gel de 

poliacrilamida 10 ¾ da fração enriqQecida em filamentos 

intermediários do córtex cerebral. 

Os números representam os pesos moleculares das subunidades 

protéicas dos filamentos intermedi~rios em kDa. O gel foi 

com Comassie blue. 
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Figura III.3 Traçado densitométrico de um gel de SDS-PAGE 

obtido da fração enriquecida em filamentos intermediários, 

(do córtex cerebral) representativo do método quantitativo utilizado. 

Os números indicam as massas moleculares (em kDa) das subunidades 

protéicas das proteínas do citoesqueleto. 
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III.5 - EFEITO DOS TRATAMENTOS SOBRE O CORTEX CEREBRAL 

III.5.a Conteúdo protéico do homogeneizado e da fração 

enriquecida em filamentos intermediários 

Os resultados obtidos a partir da dosagem de proteínas 

do homogeneizado total <H) e da fração enriquecida em filamentos 

tratados, intermediários (FE) do c6rtex cerebral dos animais 

estão apresentados na tabela III.2. Os resultados foram obtidos 

a partir de um "pool" de 2 códices cer·ebrais e dividido por· 2 

para se obter os valores correspondentes a cada estrutura. 

A análise de variãncia do conte~do protéico do 

homogeneizado total expresso por estrutura não apresentou 

alteração nos grupos testados [ F (3,35) ~ 0,237 ; p > 0,86 J. O 

mesmo ocorreu com o conteúdo protéico do homogeneizado quando 

expresso por grama de tecido [ F (3,35) = 0,055 P > 0, 98 J. (1 

conteúdo protéico d e:~ fração enriquecida em filamentos 

intermediários expresso por estrutura n~o apresentou diferença 

significativa nos grupos testados [ F (3,36) = 2,366 ; p > 0,08 

J. O mesmo ocorreu com o conteúdo protéico da fração enriquecida 

em filamentos intermediários expresso por grama de tecido [ F 

(3,42) = 0,269 ; p > 0,84 J. 

Portanto, a administração cr6nica de fenilalanina + ~ -

meti1fenilalanina, prolina e metilmalonato aos ratos nio alterou 

o conteúdo protéico do homogeneizado, nem da fração enriquecida 

em filamentos intermediários no c6rtex cerebral. 
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Tabela III.2 - Efeito dos tratamentos sobre o conteúdo protéico 

do homogeneizado (H) e da fraç;o enriquecida em filamentos 

intermediários <FE) no c6rtex cerebralª 

Tratamento H/est r·ut ura 

(mg) 

Salina 57,3 ±. 2,37 

PHE + MePHE 55,9 ± 1,80 

PRO 57,3 ±. 2,12 

MMA 58,7 ± 2,59 

H/g tecido 

(mg/g) 

107,0 ±. 4,24 

105,9 ± 5,15 

104,8 ±. 3,86 

104,6 ± 4,71 

FE/estrutura FE/g tecido 

(mg) (mg/g) 

1,4 ±. 0,09 2,4 ±. 0,19 

1,1 ± 0,09 2,6 ±. 0,25 

1,3 ±. 0,09 2,3 ±. 0,19 

1,1 ± 0,06 2,4 ±. 0,22 

-------------------------------------------------------------------

a- Resultados expressos em média± erro padrio Núrner-o de 

experimentos = 10. 

PHE + MePHE: Tratamento com fenilalanina e ~-metilfen1lalanina. 

PRO: Tratamento com prolina. 

MMA: Tratamento com metilmalonato 
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III.5.b Conteúdo total de filamentos intermediários e das 

subunidades protéicas individuais dos filamentos intermediários. 

Após a dosagem de proteínas da fraçio enriquecida em 

filamentos intermediários <FE), procedeu-se a análise 

quantitativa individual de cada componente protéico a fim de 

verificar a ocorrªncia ou não de a1teraç5es nos mesmos. Para 

tanto, fez-se quantificação por densitometria sobre géis de SDS-

PAGE, conforme descrito na seção II.10 de "Material e Métodos". 

Tomando-se o conteúdo prot~ico total da fração enriquecida em 

filamentos intermediários como 100 ¾, foi possível determinar 

quantitativamente o conteúdo de cada subunidade protéica nela 

contida. Para o cálculo do conteúdo total de 

intermediários fez-se a soma dos valores das 

filamentos 

subunidades 

protéicas individuais, excluindo-se a actina que não pertence a 

classe dos filamentos intermediários. Obteve-se, assim, apenas o 

conteúdo de filamentos intermediários na preparaçao. 

A tabela 111.3 mostra os valores dos conteúdos totais 

dos filamentos intermediários (FI) no córtex cerebral A análi~e 

de variância de uma via naqueles dados não mostrou diferença 

significativa entre os grupos, quando expressos em mg de FI por 

estrutura [ F (3,24) = 0,204 ; p > 0,89 J ou em mg de FI por g de 

tecido [ F (3,31) = 0,777 ; P > 0,51 J. 

A figura IlI.4 mostra os valores médios e os erros 

padrões obtidos após a quantificaçio individual das proteínas do 

tipo filamentos intermediários em animais controle e submetidos 

aos 3 modelos de EIM expressos em ug de FI por estrutura no 
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Tabela III.3 - Efeito dos tratamentos sobre o conteGdo total de 

filamentos intermediários CFI) no córtex cerebralª. 

Tratamento 

Salina 

PHE + MePHE 

PRO 

MMA 

FI / estrutura 

(mg) 

0,45 .±. 0,03 (7) 

0,47 .±. 0,06 (8) 

0,42 .±. 0,03 (7) 

0,46 ..±. 0,04 (6) 

FI / g tecido 

(mg/g) 

0,90 .±. 0,09 (9) 

0,91 ..±. 0,13 (9) 

0,72 .±. 0,08 (8) 

0,82 ..±. 0,07 (9) 

a Resultados expressos em média± erro padr~o ( númer·o de 

experimentos). 

PHE + MePHE: Tratamento com fen1lalan1na e ~-metilfen1lalanina. 

PRO: Tratamento com prolina 

MMA: Tratamento com met1lmalonato. 

54 



córtex cerebral. 

Com o objetivo de verificar a existência ou nâo de 

diferenças entre os grupos estudados foi procedida a análise de 

variincia de uma via para cada proteína, seguida do teste do raio 

múltiplo de Duncan. 

A análise de variincia de uma via para a subunidade de 

200 k Da, mostrou diferença significativa entre os grupos, ( F 

(3,22) - 3,201 ; p < 0,05 J. O teste do raio múltiplo de Duncan 

indicou diferença em todos os grupos tratados quando comparados 

com o grupo controle (p < 0,05). 

As demais proteínas não apresentaram alterações 

significativas no córtex cerebral , comparados com os dados do 

grupo controle. 

A seguir estão apresentados os resultados da ANOVA de 

uma via para os dados expressos em ug FI / estrutura. 

Subunidade de 150 kDa: F (3,22) ;::; 0, 799 ; p > 0,50. 

Subunidade de 68 kDa: F (3, 16) = 0,204 p ) 0,89. 

Subunidade de 66 kDa: F (3, 17) = 0,339 1 p > 0,79. 

Subunidade de 57 kDa: F (3,24) =-: 0 1 157 p > 0,92. 

Subunidade de 52 kDa: F (3,24) ::::: 01 437 p > 0,72. 

Subunidade de 42 kDa: F (3,21) == 1,070 p ) 0,38. 

III.5.c- Quantificação individual das proteínas do tipo filamento 

intermediário expressas em ug de FI por mg de proteínas totais 

A figura III.5 mostra os valores médios e os erros 

padr5es obtidos após a quantificação individual das proteínas do 

tipo filamentos intermediários em animais controle e submetidos 

55 



ug FI / estrutura 

200 1- o,ª 200 

150 

100 1 (7) T ·-· (11 T ~ ., i -

50 1-----·-··-"·· 

o 
200 kDa 150 kDa 68 kDa 66 kDe. 57 kDe. 52 kDe. 42 kDe. 

- Salina -PHE+ MePHE ~ PRO ~ BMMA 

150 

100 

50 

o 

Figura III.4 - Efeito dos tratamentos sobre o conteúdo individual 

de subunidades dos filamentos intermediários expresso em ug de FI 

por estrutura< CORTEX CEREBRAL ) . 

Resultados exp r-essos em média, erro padrão, <número de 

experimentos). * Diferença significativa para p < 0,05 em relação 

ao grupo salina (teste de Duncan). PHE + MePHE -tratamento com 

fenilalanina e ~-metilfenilalanina; PRO - tratamento com prolina; 

MMA - tratamento com metilmalonato; 200 kDa, 150 Kda e 68 kDa 

subunidades dos NF; 66 kDa - proteina associada a FI; 57 kDa 

vimentina; 52 kDa - GFAP; 42 kDa - actina. 
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aos 3 modelos de EIM expressos em ug de filamentos intermediários 

por mg de proteínas totais no córtex cerebral. 

Com o objetivo de verificar a existência ou n~o de 

diferenças entre os grupos estudados foi procedida a análise de 

variância de uma via para cada proteína, seguida do teste do raio 

múltiplo de Duncan. 

A anãlise de variância de uma via para a subunidade de 

200 kDa, mostrou diferença significativa entre os grupos, [ F 

(3,24) = 8,733 ; p < 0,0005 J. O teste do raio múltiplo de Duncan 

indicou diferença em todos os grupos tratados quando comparados 

com o grupo controle (p < 0,05). 

f.lS demais subunidades prot~1cas nao apresent ai-am 

alterações significativas no córtex cerebral , comparados com os 

dados do grupo controle. 

A seguir estão apresentados os t"'esu l ta dos da ANOVA de 

uma via para os dados expressos em ug FI / mg de proteínas totais. 

Subunidade de 150 kDa: F (3,24) - 1,398 i p ) 0,26. 

Subunidade de 68 kDa: F (3, 18) ·- 0,581 p ) 0,63. 

Subunidade de 66 kDa: F (3, 19) == 0,449 p ) 0,72. 

Subunidade de 57 kDa: F (3,26) -.. 0,537 p > 0,66. 

Subunidade de 52 kDa: F (3,23) == 0,613 p ) 0,61. 

Subunidade de 42 kDa: F (3,24) - 0,769 p > 0,52. 

III.5.d - Razão molar entre as subunidades dos neurofilamentos 

Na tabela III.4 estão apresentadas as raz6es molares 

entre as subunidades de 200 kDa, 150 kDa e 68 kDa dos 

neurofilamentos CNF) no córtex cerebral dos grupos exper1menta1s 
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3 ,"7, ~if 'i 1 1-- 3 

2 ?\ 1 

1----

o 
200 kDa 150 kDa 68 kDa 66 kDa 57 kDa 52 kDa 42 kDa 
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Figura III.5 - Efeito dos tratamentos sobre o conteúdo individual 

de subunidades dos filamentos intermediários expresso em ug de FI 

por mg de proteínas totais no CORTEX CEREBRAL. 

Resultados expressos em média, erro padrão, (número de 

experimentos). * Diferença significativa para p < 0,05 em relação 

ao grupo salina (teste de Duncan). PHE + MePHE -tratamento com 

fenilalanina e ~-metilfenilalanina; PRO - tratamento com prolina; 

MMA - tratamento com metilmalonato; 200 kDa, 150 Kda e 68 kDa 

subunidades dos NF; 66 kDa - proteína associada a FI; 57 kDa 

vimentina; 52 kDa - GFAPi 42 kDa - actina. 
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e controle. 

O cálculo da razão molar foi feito dividindo o peso de 

cada subunidade constituinte dos NF pela massa molecular relativa 

da respectiva subunidade. Para estabelecer uma relaçâo percentual 

en t r·e as 3 subunidades, a de 68 kDa foi considereda como 

referencia (100 ¼). 

Com o objetivo de verificar a existência ou não de 

diferenças 

variância 

entre os grupos estudades foi procedida a análise 

de uma via para cada razão molar, seguida do teste 

de 

do 

raio múltiplo de Duncan. 

A análise de variância entre as razões molares da 

subunidade de 200 kDa dos neurofilamentos no córtex cerebral 

mostrou diferença significativa entre os grupos [ F (3, 18) = 

5,793 , p < 0,01 J. O teste do raio m~ltiplo de Duncan indicou 

diferença nos grupos tratados com fenilalanina + d.. -

meti1feni1alanina e metilmalonato quando comparados com o grupo 

controle (p < 0,05). O mesmo não ocorreu com as razões molares da 

subunidade de 150 kDa que nao apresentaram diferenças 

significativas entre os grupos [ F (3,22) = 0,658 ; p > 0,58 J. 

Embora a razão mo1 ar· não tenha mostrado diferenç;;; 

significativa para a subunidade de 200 kDa dos animais tratados 

com prolina, verifica-se urna grande tendªnc1a de diminuição desta 

subunidade em relaçio aos dados dos animais controle. 

III.5.e - Mapeamento peptídico 

Numa t e n t a t i v a d e ver i fie ar· a ex is t é n c ia ou não de 

modificações estruturais provocadas pelos t r· a t ame n t os nas 
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Tabela III.4 - Efeito dos tratamentos sobre a razão molar entre 

as subunidades dos neurofilamentos no c6rtex cerebralª 

Subunidades dos neurofilamentos 

Tratamento 200 kDa 150 kDa 68 kDa 

Salina 10,2 .±. 2,24 ( 6) 41,6 .±. 3,79 ( 6) 100 

* PHE + MePHE 3,2 .±. 0,85 ( 5) 38,3 .±. 4,08 ( 7 ) 100 

PRO 6,8 .±. 1,07 ( 5 ) 37,3 .± 4,04 ( 6 ) 100 

MMA 3,2 .±. 0,57 (6)* 45,5 .± 5,89 ( 7 ) 100 

a Resultados expressos em m~dia ± erro padr~o (núrner·o de 

experimentos). 

* - Diferença significativa para p < 0,05 em relaçio ao grupo 

controle (Teste de Duncan). 

PHE + MePHE: Tratamento com fenilalanina e ~-metilfen1lalan1na. 

PRO: Tratamento com prolina. 

MMA: Tratamento com metilmalonato. 
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subunidades de 200 kDa dos neurofilamentos em córtex cerebral, 

procedeu-se ~ proteólise enzimática parcial utilizando a enzima 

V-8 do .;i..... aureus. 

A figura III.6 mostra os perfis densitométricos da 

digestão enzimática nos quatro grupos analisados. Os perfis 

mostram semelhança entre os grupos. Devido ao fato da subunidade 

de 200 kDa ser um componente presente em baixas concentrações na 

preparação total de FI o mapa proteolítico apresentou bandas 

fracas e de difícil visualizaçio. 

III.6 - EFEITOS DOS TRATAMENTOS SOBRE O CEREBELO 

III.6.a Conteúdo protéico do homogeneizado e da fração 

enriquecida em filamentos intermediários no cerebelo 

Os resultados obtidos a partir da dosagem de proteínas 

do homogeneizado (total) < H) e da fração enriquecida em 

filamentos intermediirios (FE> do cerebelo dos animais tratados, 

estão apresentados na tabela III.5. Os resultados foram obt1dos 

a p ar t 1 r d e um ·' p o o 1 • • d e 2 c e r· e b e l os e d i v i d i d o p o r 2 p a 1· a se 

obter os valores correspondentes a cada estrutura. 

A análise de var1ància de uma via para a quantidade de 

do homogeneizado total, expr·essa por estrutura p t-ot eínas 

(cerebelo), mostrou diferença significativa entre os grupos [ F 

(3,39) = 4,169 ; p < 0,02 J. O teste do raio múltiplo de Duncan 

indicou diferença no grupo com PKU experimental comparado com o 

grupo controle (p < 0,05). Os demais grupos não apresentaram 

diferenças significativas. 
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Figura III.6 Efeito dos tratamentos sobre a digestão 

proteolitica da subunidade protéica de 200 kDa dos NF pela 

protease V-8 do .S..... aureu.~. A figura representa traçados 

densitométricos de géis de poliacrilamida 15 ¾. A digestão foi 

realizada com 6 ug de enzima e 12 ug de proteína. E - enzima; PHE 

+ MePHE - tratamento com fenilalanina e ~-metilfenilalanina; PRO 

- tratamento com prolina; MMA - tratamento com metilmalonato. 
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O conteúdo protéico da fração enriquecida em filamentos 

intermediár·ios expresso por· gr·arna de tecido nao apn?sent ou 

diferença significativa nos grupos testados [ F (3,37) = 0,647 , 

p 0,58 J. O mesmo ocorreu com o conteúdo prot~ico da fração 

enriquecida em filamentos intermediários, expresso por estrutura, 

[ F (3,39) = 2,190 

C F (3,37) = 0,742 

Portanto, 

experimental de 

p > 0,10 J, ou expresso por grama de 

P > 0,53 J. 

o cerebelo dos animais submetidos ao 

tecido 

modelo 

fenilcetonúria apresentou diminuição 

significativa no conteúdo protéico do homogeneizado expresso em 

mg por estrutura. 

III.6.b Conteúdo total de filamentos intermediários e das 

subunidades protéicas individuais dos filamentos intermediários 

Após a dosagem de proteínas da fraçio enriquecida em 

filamentos intermediár·ios no cerebelo procedeu-se a análise 

quantitativa individual de cada componente protéico a fim de 

verificar· a ocorrência ou nio de alteraç5es nos mesmos. F-' ar· a 

tanto, fez-se quantificaçio por densitometria sobre gÉ'is de SOS-

PAGE, conforme descr·ito na seção II-10 de "Material e Métodos". 

Tomando-se a quantidade de proteínas totais da f r· ação 

enriquecida em filamentos intermediários como 100 ¼, foi possível 

determinar quantitativamente o conteúdo 

protéica nela contida. Para o cálculo do 

filamentos intermediários fez-se a soma 

de cada 

conteúdo 

subunidade 

total 

dos valores 

de 

das 

subunidades protéicas individuais, excluindo-se a actina que nao 

p er·t en c e à classe dos filamentos intermediários. Obteve-se, 

assim, apenas o conteGdo de FI na preparaçâo. 
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Tabela III.5 - Efeito dos tratamentos sobre o conte~do protéico 

do homogeneizado <H> e da fraçJo enriquecida em filamentos 

intermediários (FE) a 
no cerebelo . 

Tratamento H/estrutura 

(mg) 

Salina 20,2 ..±. 0,92 

PHE + MePHE 16,0 .± 1,01 

PRO 19,4 .± 1,07 

MMA 20,1 ..±. 0,98 

* 

H/g tecido 

(mg/g) 

104,6 ..±. 4,58 

105,2 .± 6,51 

107,7 ..±. 3,98 

114,3 ..±. 6,45 

FE/estrutura FE/g tecido 

(mg) (mg/g) 

1,0 ..±. 0,06 5,4 ..±. 0,35 

0,8 .± 0,06 4,9 .± 0,31 

0,9 ..±. 0,06 4,8 ..±. 0,35 

1,0 ..±. 0,06 4,7 ..±. 0,28 

------------------------------------------------------------------

a Resultados expressos em média± erro padr~o. Númen_, de 

experimentos= 10. 

* - Diferença s1gnificat1va para p < 0,05 em relaçâo ao grupo 

controle (Teste de Duncan). 

PHE + MePHE: Tratamento com fenilalanina e~-metilfenilalan1na. 

PRO: Tratamento com prolina. 

MMA: Tratamento com metilmalonato. 
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A tabela III.6 mostra os valores dos conteódos totais 

dos filamentos intermediários CFI) no cerebelo. A análise de 

variãncia de uma via para o conteódo t ot a 1 de filamentos 

intermediários nao mostrou diferença significativa entre os 

grupos, quando expresso em mg de Fl por estrutura [ F (2,24) 

0,411 ; p ) 0,75 J ou em mg FI por g de tecido [ F (3,22) = 0,312 

; p > 0,81 J. 

A figura III.7 mostra os valores médios e os erros 

padrôes obtidos ap6s a quantificaç~o das proteínas do tipo 

filamentos intermediários em animais controle e submetidos aos 3 

modelos de EIM, expressos em ug de FI por estrutura, no 

cerebelo. 

Com o objetivo de verificar a existência ou não de 

diferenças entre os grupos estudados foi procedida a análise de 

variância de uma via para cada proteína, seguida do teste do raio 

mG]tiplo de Duncan. Os resultados indicam que a quantidade 

individual das pr·oteinas do tipo filamentos intermediát-ios ~ nao 

sofreu alteração quantitativa com os tratamentos administrados 

aos animais. 

A seguir· estão apresentados 05 n;1su1tados da ANOV(-i de 

urna via para os dados expressos em ug Fl por· estrutura. 

Subunidade de 200 kDa: F (3,21) -- 1, 17 4 p > 0,34. 

Subunidade de 150 kDa: F (3,21) ;::: 1,480 J p ) 0,24. 

Subunidade de 68 kDa; F (3, 13) ::;: 0,553 
' 

p ) 0,65. 

Subunidade de 66 kDa: F (3, 14) ;:: 0, 726 p ) 0,55. 

Subunidade de 57 kDa: F (3,20) = 0,289 p > 0,83. 

Subunidade de 52 kDa: F (3,20) = 0,885 p ) 0,46_ 

Subunidade de 42 kDa: F (3,20) = 0, 171 
' 

p ) 0,91. 
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Tabela III.6 - Efeito dos tratamentos sobre o conteúdo total de 

filamentos intermediários CFI) no cerebeloª. 

Tr-atamento 

Salina 

PHE + MePHE 

PRO 

MMA 

FI / Estrutura 

(mg> 

0,33 .±. 0,02 (7) 

0,31 .±. 0,01 (7) 

0,36 .±. 0,04 (6) 

0,35 .±. 0,04 (8) 

FI / g tecido 

(mg/g) 

1,88 .±. 0,07 (7) 

1,71 .±. 0,07 (6) 

1,86 .±. 0,21 (6) 

1,81 .±. 0,16 (7) 

a Resultados expressos ern média± erro padr;o ( n Úme r·o d e 

exper·imentos). 

PHE + MePHE: Tratamento com fenilalanina e~-metilfeni]alan1na. 

PRO: Tratamento com prolina. 

MMA: Tratamento com metilmalonato. 
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200 kDa 150 kDa 68 kDa 66 kDa 57 kDa 52 kDa 42 1 kDa 

- Salina - PHE + MePHE [::?:C::{j PRO -MMA 

Figura III.7 - Efeito dos tratamentos sobre o conteúdo individual 

de subunidades dos filamentos intermediários expresso em ug de FI 

por estrutura ( CEREBELO )_ 

Resultados expressos em média, erro padrão, (número de 

experimentos). PHE + MePHE - tratamento com fenilalanina e ~

metilfenilalanina; PRO - tratamento com prolina; MMA - tratamento 

com metilmalonato; 200 kDa, 150 Kda e 68 kDa - subunidades dos 

NF; 66 kDa - proteína associada a FI; 57 kDa vimentina; 52 kDa 

GFAP; 42 kDa - actina. 

67 



III.6.c Quantificação individual das proteínas do tipo 

filamento intermediário expressa em ug de FI por mg de proteínas 

totais 

A t'igur·a III.8 mostra os valores médios e os erros 

padrões obtidos ap6s a quantificaçio das proteínas do tipo 

filamentos intermediérios em animais controle e submetidos aos 3 

modelos de EIM, expressos em ug de FI por mg de proteínas totais, 

no cerebelo. 

Com o objetivo de verificar a existência ou não de 

diferenças entre os grupos estudados foi procedida a an~lise de 

variância de uma via para cada proteína, seguida do teste do raio 

mG1tip1o de. Duncan. 

A seguir estão apresentados os resultados da ANOVA de 

uma via para os dados expressos em ug Fl por mg de pr·oteínas 

totais. 

Subunidade de 200 kDa: F (3, 1.9) -- 1,096 ; p > 0,37. 

Subunidade de 150 kDa: F (3,21) ;:.: 0, 511 p > 0,67. 

Subunidade de 68 kDa: F (3, 13) = 0,412 p > 0,74. 

Subunidade de 66 kDa. F (3, 15) = 0,869 p \ 0,47. I 

Subunidade de 57 kDa: F (3,23) = 0,526 j p > 0,66. 

Subunidade de 52 kDa: F (3, 19) -· 1,592 ; p > 0,22. 

Subunidade de 42 kDa: F (3, 19) -· 1,501 i p > 0,24. 

Os resultados mostrados aqui e na secção III.6.b 

indicam que a quantificação individual das proteínas do tipo 

filamentos intermedi~rios no cerebelo não sofreram alter·aç~o 

quantitativa com os tratamentos administrados aos animais. 
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200 kDa 150 kDa 68 kDa 66 kDa 57 kDa 52 kDa -42 kDa 

- Salina -PHE+ MePHE ~PRO L:;;W RMMA 

Figura III.8 - Efeito dos tratamentos sobre o conteúdo individual 

de subunidades dos filamentos intermediários expresso em ug de FI 

por mg de proteínas totais no CEREBELO. 

Resultados expressos em média, erro padrão, (número de 

experimentos). PHE + MePHE - tratamento com fenilalanina e c.J...

metilfenilalanina; PRO - tratamento com prolina; MMA - tratamento 

com metilmalonato; 200 kDa, 150 Kda e 68 kDa - subunidades dos 

NF; 66 kDa - Proteína associada a FI; 57 kDa - vimentina; 52 kDa 

- GFAP; 42 kDa - actina. 
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III.6.d - Razão molar entre as subunidades dos neurofilamentos 

Na tabela III.7 estão apresentadas as razões molares 

entre as subunidades protéicas de 200 kDa, 150 kDa e 68 kDa dos 

neurofilamentos no cerebelo dos animais experimentais e controle. 

O cálculo da razão molar foi feito como descrito na 

seção III.5.d. 

Com o objetivo de verificar a existência ou não de 

diferenças entre os grupos estudados foi procedida a análise de 

variãncia de uma via para cada razão molar, seguida do teste do 

raio múltiplo de Duncan. 

A an~lise de vari~ncia entre as raz5es molares das 

subunidades de 200 kDa dos neurofilamentos no cerebelo não 

apresentou diferença entre os grupos [ F (3,13) = 0,386 

0,98 J, o mesmo ocorrendo com a subunidade de 150 kDa [ F 

p ) 

(3, 13) 

= 0,170; p > 0,91 ]. 

III.7- COMPARAÇÃO ENTRE CÓRTEX CEREBRAL E CEREBELO DOS ANIMAIS 

TRATADOS COM SALINA (GRUPO CONTROLE) 

III.7.a - Concentrações protéicas do homogeneizado e da fração 

enriquecida em filamentos intermediários e concentrações dos 

filamentos intermediários e neurofilarnentos 

Com o objetivo de verificar a existência ou não de 

diferenças entre córtex cerebral e cerebelo foi feito o teste t 

de Student nos dados das concentrações protéicas do 

homogeneizado (H) e da fração e n r· 1 que e 1 d a em f11arnentos 
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Tabela III.7 - Efeito dos tratamentos sobre a razão molar entre 

as subunidades dos neurofilamentos no cerebeloª 

Subunidades dos Neurofilamentos 

Tratamento 200 k Da 150 k Da 68 kDa 

Salina 6,7 ±. 1,10 (4) 20,9 ± 2,05 (4) 100 

PHE + MePHE 6,9 ± 3,25 (4) 21,3 ± 5,00 (4) 100 

PRO 6,5 ±. 1,38 (5) 24,1 ± 3,53 (5) 100 

MMA 6,0 ±. 0,90 (4) 22,6 ± 3,10 (4) 100 

a Resultados expressos em média± erro padrão (número de 

experimentos). 

PHE + MePHE: Tratamento com fenilalan1na e ~-met1lfenilalan1na. 

PRO: Tratamento com prolina. 

MMA: Tratamento com meti1ma1onato. 
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intermediários <FE) assim como das concentrações totais 

filamentos intermediários (Fl) e neurofi1amentos <NF) expr·essos 

em mg por grama de tecido dos grupos tratados com salina. Como 

pode ser observado na tabela III.8, a concentração protéica do 

homogeneizado não apresentou diferença significativa entre c6rtex 

cerebral e cerebelo < t = 0,36 p > 0, 05 ) No entanto, o mesmo 

não ocorreu com a concentração de proteínas da fraçio enriquecida 

t ::: 7,18; p < 0,01 que no cerebelo é significativamente 

maior· do que no c6rtex cerebral. Observa-se que a concentração 

t ot a 1 de filamentos intermediáros também é significativamente 

maior no cerebelo do que no córtex cerebral t = 7,74 P < 0,01 

) , assim como a concentração de neurofilamentos (t = 3,74 p < 

0,01) 

Os resultados mostram valores significativamente mais 

altos nas 

filamentos 

concentrações 

intermediários e 

das proteínas constituintes dos 

neurofilamentos do cerebelo em 

relaçâo ao córtex cerebral. Consequentemente, observam-se valores 

cerebelares maiores na concentração protéica da fração 

enriquecida que contém essas estruturas. 

III.7.b Subunidades protéicas individuais dos filamentos 

intermediários 

A figura III.9 apresenta os valores das subunidades 

individuais dos filamentos intermediários dos grupos protéicas 

controle expressos em ug de filamentos intermediários por mg de 

proteínas totais. 

Com o o b j e t 1 v o d e e o rn par· ar· c ó r t ex c e r e b i- a 1 e 

foi realizado o teste t de Student nos grupos controle. 

72 

cerebelo 

de 



Tabela III.8 - Comparação entre c6rtex cerebral e cerebelo quanto 

a concentração prot~ica do homogeneizado < H ) 

enr·iquecida (FE) e 

intermediários (FI), 

Estru- H/g tecido 

tura (mg/g) 

ex 107,0.±.LJ,23 (10) 

sobre a concentração total 

e de neurofilamentos CNF)ª. 

FE/g tecido 

(mg/g) 

2, 4±_0, 1 9 C 10) 

FI/g tecido 

(mg/g) 

0,9.±.0,09 (9) 

e da fração 

de filamentos 

NF/g tecido 

(mg/g) 

0,44.±.0,07 (6) 

CB 104,6.±.4,58 (10) 5,4±0,35 (10)* 1,8±0,07 (7)* 0,82±0,06 (6>* 

a Resultados expressos em média± err·o padrão <núrner·o de 

experimentos) 

CX - córtex cerebral; CB - cerebelo 

* - Diferença significativa para p < 0,01 em relaçio ao c6rtex 

cerebral ( teste t de Student 
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Todas 

intermediários, 

as 

com 

subunidades protéicas dos 

exceção da subunidade de 

filamentos 

150 k Da, 

apresentam valores menores no córtex cerebral em relação ao 

cerebelo. A seguir estio apresentados os resultados do teste t 

Subunidade de 200 kDa: t = 2,39; significativo para p < 0,05 

Subunidade de 150 kOa: t ~ 1,30; não significativo para p < 0,05. 

Subunidade de 68 kDa: t = 4,96; significativo para P < 0,05. 

Subunidade de 66 kDa: t = 2,88; significativo para p < 0,05. 

Subunidade de 57 kDa: t = 7,39; Significativo para p < 0,05. 

Subunidade de 52 kDa: t = 7,92; significativo para p < 0,05. 

Subunidade de 42 kDa: t = 2,14; significativo para p < 0,05. 

III.7.c - Razões molares entre as subunidades dos neurofilamentos 

Com o objetivo de observar a existência ou n~o de 

diferenças entre as raz6es molares do c6rtex cerebral e do 

cerebelo foi realizado o teste t de Student nos dados do grupo 

controle. Como pode ser visto na tabela III. 9, a subunidade 

protéica de 150 kDa apresenta valores s1gnif1cativamente menores 

no cerebelo em re1aç5o ao c6rtex cerebral ( t 3,75 , p , 0,01 

) , o mesmo não ocorrendo com a subunidade de 200 kOa que está 

presente em proporçôes similares nas duas estr·uturas t = 1,01 

p > 0, 05 ) . 
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Figura 111.9 - Comparação entre as subunidades individuais dos 

filamentos intermediários de c6rtex cerebral e de cerebelo. 

Resultados expressos em média, erro padrão, (número de 

experimentos). * Diferença significativa para p < 0,05 em relação 

ao córtex cerebral (teste t de Student). 200 kDa, 150 Kda e 68 

kDa - subunidades dos NF; 66 kDa - proteína associada a FI; 57 

kDa - vimentina; 52 kDa - GFAP; 42 kDa - actina. 
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Tabela III.9 - Comparação entre c6rtex cerebral e cer~belo quanto 

à razão molar entre as subunidades dos neurofilamentosª 

Estrutura 

Córtex 
cerebr·a 1 

Cerebelo 

Subunidades 

200 kDa 

10,2 .±. 2,24 (6) 

6,7 .±. 1,10 (4) 

dos neur·ofi 1 arnent os 

150 k Da 

41,6 .±. 3,79 (6) 

-li· 
20,9 .±. 2,05 (4) 

68 kDa 

100 

100 

a Resultados expressos em média± erro padrão ( nú.mer·o de 

experimentos). 

* - Diferença significativa para p < 0,01 em relação ao c6rtex 

cer·ebral ( teste t de Student 
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IV. 1 - INDUCAO DOS EIM E INFLUENCIA DOS MESMOS SOBRE OS PESOS 

CORPORAL, CEREBRAL, CEREBELAR E CORTICAL 

A utilização de modelos animais para o estudo dos erros 

inatos do metabolismo tem permitido um melhor entendimento dos 

vários desarranjos metab61icos que ocorrem nestas doenças. No 

caso do tecido nervoso estes modelos adquirem particular 

importãncia, uma vez que o estudo em pacientes torna-se bastante 

dificultado, à medida que esbarra em problemas desde permissão de 

necrópsia pela família até a baixa incidência destas doenças na 

populaç~o. A incidência das hiperfenilalaninemias é 1 para cada 

10.000 nascimentos vivos (Scriver et ai., 1989) e a incidªncia da 

metilmalonicacidemia é 1 para 29.000 nascimentos vivos <Ledle~ et 

al., 1984). A incidência das hiperprolinemias é desconhecida. 

Os modelos de EIM usados neste trabalho for-am 

desenvolvidos em nosso laboratório (Castilhos, 1986; Moreira et 

a 1 . , 198'?; Dutr·a, 1987) e foram feitos a partir do sexto dia de 

vida Cmaturaç~o equivalente à do cérebro de um ser humano recem-

nascido) até o vigésimo oitavo dia de vida (maturação equivalente 

a de uma criança de dois a oito anos de idade) (Loo et a l 

1980) Foram utilizadas doses crescentes (conforme o peso e a 

idade dos animais) de f'enilalanina mais d--·metilfenilalanina 

(t'enilcetonória), prolina (hiperprolinemia) e ácido metilma16nico 

(metilmalonicacidemia). As doses utilizadas permitiram que se 

atingissem concentraçôes plasm~ticas de feni1a1an1na entre 1,0 e 

5,0 mM (20-30 vezes maior do que a sua concentração normal no 

rato), de prolina entre 12 e 14 mM (10-20 vezes maior do que a 

sua concentraçio normal no rato) e de ácido met1lmalSnico entre 
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1,0-2,5 mM. 

Neste estudo, o peso dos ratos submetidos aos 

tr-atamentos não diferiu do peso dos ratos 

injetados com salina. Supondo-se que este 

transposto para o ser humano, poder-se-ia 

do grupo 

achado 

sugerir 

concentrações sericas e cerebrais de fen1lalanina, 

controle, 

possa sei-

que a 1t as 

prolina e 

,cido metilma16nico n~o alterem o apetite, como ocorre nos ratos. 

Assim, também os pesos do c~rebro, do córtex c ereb r·a 1 e do 

cerebelo dos ratos não sofreu inf11uênc1a do ácido metilmalônico 

e da pr-olina, indicando que nio hã efeito grosseiro destas drogas 

sob y-e o desenvolvimento do sistema nervoso central. Por outro 

lado, o peso cerebr-al dos ratos inJetados com fenilalanina mais 

-metilfenilalanina sofreu redução. Esta microencefalia também 

foi descrita em pacientes com fenilcetonúria (Alvord et al, 1950) 

e em animais submetidos ao modelo experimental de fenilcetonúria 

(Huether et a l . , 1983). Tem sido descrita uma concomitante 

deficiência de mielina no sistema nervoso central em pacientes 

com fenilcetonúria. Alguns autores atribuem ã esta deficiªncia o 

menor· peso cerebral observado nestes pacientes e nos animais 

exper·iment ais (Appel, 1966; Siegel et al.,1971; Copenhaver, 

1973) 

IV. 
,,-1 ,,.,J ✓ 

2 - EXTRAÇAO E IDENTIFICAÇAO DOS FILAMENTOS INTERMEDIARIOS 

O processo de extraç~o baseou-se na caract e1-íst ica 

comum a todos os filamentos intermediários de serem os elementos 

mais insolóve1s do citoesqueleto. Os filamentos inter·mediários 

não s~o solubilizados mesmo na presença de tamp~o de alta f □ 1-ça 
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iônica. o Triton X-100 utilizado em nosso método 

permeabilizou a membrana celular, permitindo que 

solúveis 

insolúvel 

da célula fossem removidas, permanecendo 

contendo os filamentos intermediários. A 
H 

de e><traç:ão 

proteínas as 

urna fração 

análise 

perfil eletroforético das fraç5es obtidas durante o processo 

do 

de 

extração sugere que a quase totalidade dos filamentos 

intermediáros permaneceu na fração insolúvel. Esta observação foi 

cohfirmada por método imunológico realizado previamente em nosso 

laboratório (Paz, 1989) utilizando ant icor-pos cont r·a 

neurofilamentos. Esses resultados nos dão maior confiabilidade 

para o estudo quantitativo que realizamos. 

Estudos de polimerização in vitro" realizados 

previamente em nosso laboratório (Paz, 1989) confirmaram a 

presença de filamentos intermediários na fraçio insolúvel em alta 

força i6nica. Além disso, a identificação da massa molecular e 

isoelétrico evidenciou que as proteínas do ponto 

insolúvel tratavam-se de subunidades dos 

intermediários: subunidades de 200, 150 e 68 

da fr-açB.o 

filamentos 

k Da dos 

neurofilarnentos; proteína de 66 kDa - recentemente descrita Por-

Chiu e colaboradores (1989) como pertencente à classe dos 

neuro-filamentos; proteína de 57 kDa - virnentina (Aletta et a 1 . , 

1988) e proteína de 52 kDa - GFAP, subunidade dos filamentos 

gliais (Par~sek & Goldman, 1988). Uma proteína n~o pertencente a 

classe dos filamentos intermediários foi encontrada na fração 

enriquecida. Trata-se de uma proteína de 42 kDa, provavelmente a 

actina (Chiu et al., 1989), oriunda dos micro-filamentos que est~a 

ligados aos filamentos interrnedi,h·1os "in vivo , sendo, por lSSO 

parcialmente extraidos com estes. 
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IV. 3 - EFEITO DOS EIM SOBRE OS FILAMENTOS INTERMEDIARIOS 

Sabe-se que o papel dos filamentos intermediár·ios, 

embor·a não esc 1 ar·ec ido em sua totalidade, e de fundamental 

importància para a realização de funções celulares vitais. A 

do axônio em sintetizar proteínas significa que incapacidade 

substâncias fabricadas no corpo celular devem ser t ranspor·t adas 

até os ter·minais nervosos C Hirokawa, 1982 )_ Há evidÊ·ncias 

que os neurofilamentos participam diretamente no transpor·te 

or·gane 1 as para as sinapses ( Ho11enbecker, 1989 ) sugerindo 

fatores externos que levam a alterações nas quantidades 

de 

de 

que 

de 

neurofilamentos podem afetar a atividade neuronal. Por outro lado 

sabe-se que dos EIM aqui estudados fenilcetonúria e 

metilmalonicacidemia certamente causam alteraç5es no sistema 

nervoso central com coniequente retardo mental, enquanto que 

h 1 p e r· p r o l i n e m i a possivelmente também o causa. Em vista da 

impor-tância dos neurofilamentos para a atividade neui~onal 

procedeu-se ao estudo das proteínas constituintes dos filamentos 

intermediâr·ios contidos no córtex cerebral e no cerebelo dos 

ratos com 30 dias de vida submetidos aos modelos experimentais 

acima citados com o objetivo de verificar possíveis alterações 

quantitativas que possam eventualmente e o n t r i b u i r· para as 

alteraçôes bioquímicas e comportamentais que acompanham os EIM. 

Muitos trabalhos realizados em nosso 1aborat6rio e em 

outros laboratórios descrevem alterações bioquímicas secundár·ias 

a EIM. Em fenilcetonúria, entre outros achados se encontraram: 

captação cerebral de glicose diminuida (Rodrigues et al., 1 990) ; 
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aumento da atividade da ATP-difosfoidrolase em fração 

sinaptossornal de córtex cerebral de ratos em desenvolvimento 

(W~se, 1990); peso, tamanho e conteúdo de DNA cerebral diminuídos 

(Huether et al., 1983). Na hiperprolinemia tipo II foi ob ser·vad a 

iminoglicinGria e um leve aumento de ornitina e alanina no sangue 

(Goodmam et al., 1974); decn2scimo no aprendizado em animais 

submetidos a modelo experimental de hiper·prolinemia (Moreira et 

a 1 . , 1989) ; alta excreção ur·1nar-1a de N-(pirrol-2-carboxil) 

glicina (Wajner· et a 1 . , 1990) . Na metilmalonicacidernia foi 

observada hipaglicemia após ingestão de pr·oteínas e ac1dose 

metabólica (Oberholzer et al., 1967); diminuição do conteúdo de 

ácido N-aceti1neuramínico em cerebelo de ratos com 25 dias de 

vida (Wajner et al., 1988); aumento da captação de glicose e 

inibição da succinato desidrogenase por c~rebro de ratos com 30 

dias de vida, em jejum (Dutra et al., 1991); MMA ln vi t ro" 

provocou uma diminuição da captação cerebr·al de p -

h1dro><ibutirato e inibiu a atividade da ~ -h1droxibutirato 

des1dr·ogenase, principalmente nos ratos em JeJum (Outra et a l . , 

1991) . 

Muitos tr·abalhos indicam que os filamentos 

intermediários sao sens1ve1s a condições e_;.q::,ei-1ment ais ou 

patológicas. Substâncias quimicas como n-hexano, meti 1-n--but i 1 

cetona, 2, 5-he><anod iona, dissulfito de car·bono e acr·i lamida 

causam acúmulo dos neurofilamentos na porçio distal do axon10 

CSa~re et al., 1985). Esta mesma alteração mor-fo16gica ocorre na 

neuropatia do axôn10 gigante <Pena, 1982; Monaco et al., 1985) . 

Outros produtos tóxicos como IDPN e alumínio causam ac~mulo dos 

neurofilamentos na porção proximal do ax6n10 (Sa::Jn? et a 1 . , 
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1985). A concentração de neurofilamentos também pode ser alterada 

em a 1 g um as e i r· c u n s t á n c i as t a i s e o mo b a i x a t em p e r· a t u r· a <B1--imiJoin 

et al., 1979; Piezzi & Cavicchia, 1981 - citados por Cuenca et 

a 1 . , 1987) , a><otomia <D:ick et a 1 . , 1985), a d m 1 n i s t r· a ç ão de 

hormônios ou substâncias tóxicas (Griffin et al., 1983) 

Trabalhos realizados em nosso laboratório (Paz et a l . , 

1991) t a rn b é m d em o n s t r ar a m q'u e a d e s n u t r· i ç ão p r o t é i e a p ó s - n a t a 1 

imposta durante o período de lactação causou um aumento na 

concentração das subunidades de 150 e 68 kDa dos neurofilamentos 

em animais adultos 

demonstrou-se que 05 

modificaç5es na dieta. 

No presente 

subunidade protéica 

cerebr·a 1 dos r·atos 

reabilitados nutriciona1mente. Assim, 

neurofi1amentos são sens1ve1s também a 

trabalho constatou-se a diminuição da 

de 200 kDa dos neurofilamentos no córtex 

submetidos aos modelos experimentais de 

fen11ceton0ria, hiperprolinem1a e metilmalonicac1demia. As outras 

subunidades dos filamentos intermedi~rios no córtex cerebral e 

todas as subunidades do cerebelo não apr·esent aram ctlter·açues 

quantitativas. 

As experiências de digestão peptídica parcial com 

enzima V-8 de S. aureus sugerem que embora os t r· a t ame n t o:=, 

utilizados tenham provocado uma modificação quantitativa na 

subunidade de 200 kDa de córtex cerebral, provavelmente nio houve 

modificaç5es estruturais importantes nessa proteína. 

Como a subunidade de 200 kDa está presente externamente 

no neurofilamento, e é responsável pela int eraçã.o dos 

neurofilamentos entre si e com outras estrutur·as celulares (Sharp 
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et al., 1982; Tokutake, 1990) esta diminuição pode influenciar na 

organização g 1 oba 1 do citoesqueleto e consequentemente no 

funcionamento normal do neurônio. Porém, estudos posteriores com 

microscopia eletrônica, serão necess~rios para uma an~lise mais 

detalhada da organização do citoesqueleto de animais submetidos 

aos modelos experimentais estudados neste trabalho. Considerando

se que a subunidade de 200 kDa aparece a partir dos primeiros 

dias de vida do animal, contrariamente as outras subunidades dos 

neur·ofi lamentos, de desenvolvimento pré natal, é possível que o 

seu aparecimento seja marca de maturidade axonal (Shaw & Weber, 

1982) . 

Os mecanismos r-esponsaveis pela diminuição da 

subunidade de 200 kDa dos neurofilamentos em córtex cerebral dos 

animais submetidos aos modelos experimentais de EIM são ainda 

desconhecidos. Por·érn, algumas possibilidades podem ser 

consideradas: 1) um efeito direto sobre a express~o da proteína 

de 200 kDa causando alteraç~o nas atividades enzimáticas, 

envolvendo diminuição da síntese protéica ou aumento da 

degradação, ou e:,' um efeito indireto sobre constituintes 

regulat6rios tais como pr·oteinas associadas ao c1toesqueleto que 

regulam a estabilidade e as interações dos filamentos 

intermediários (Liem et al., 1985). 

I 
IV. 4 - ESTUDO COMPARATIVO DOS NEUROFILAMENTOS DE CORTEX CEREBRAL 

E DE CEREBELO 

As concentraçôes de DNA em c6rtex cerebral e t:m 

cerebelo de ratos com 21 dias de vida [DNA de córtex cerebral. 
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1,98 mg/g de tecido ( dados não publicados), DNA de cen,!be1o: 7,7 

mg/g de tecido (A:zzolin et 

concentrações de proteínas 

al 1991) J 

encontrados no 

juntamente 

presente 

com as 

trabalho 

(107,0 mg/g de tecido para córtex cerebral e 104,6 mg/g de tecido 

para cerebelo) sugerem que o cerebelo possui um n~mero de células 

quatro vezes maior do que o córtex cerebral, porém estas células 

seriam menores. Considerando que o volume celular aproximado pode 

ser estimado pela relação proteina/DNA (54,04 para cór·tex 

cerebral e 13,58 para cerebelo) podemos supor que a concentraç~o 

de neurofilamentos por célula seja duas vezes maior no cerebelo 

do que no córtex cerebral. A concentracão de neurofilarnentos 

encontrada no presente trabalho (0,44 mg/9 de tecido para cór·t ex 

cerebral e 0,82 mg/g de tecido para cerebelo) apresenta-se também 

duas vezes maior no cerebelo do que no córtex cerebral, sugerindo 

que a concentração de NFícé1ula é o dobro no cerebelo em relaç:Jo 

ao córtex cerebral. A razão de haver um aumento na concent r·aç:~o 

de NF/cé1u1a no cerebelo em relaçio 2-. o cór·t ex cerebr·a1 e 

desconhecida. Podemos atribuir esse fato a duas possibilidades. 

1) o cerebelo possuir células menores e co~sequentemente menor 

volume de citoplasma 2) diferentes funç6e5 dos NF no cór·tex 

cerebr·a 1 e no cerebelo. Estudos P os t e r 1 o ,. e s por· m1cr·oscop1êi 

eletrônica serão necess~rios para elucidar esta questão 

Os neurofilamentos são polímero5 compostos 

triplete de componentes protéícos com pesos moleculares 

150 e 200 kDa. 

por· 

de 

um 

68, 

A determinaçio da razão molar entre as subunidades dos 

neurofilamentos permite um estudo da organ1zaç:~o molecular das 
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três subunidades constituintes deste polímero e, consequentemente, 

especu1ações em tor·no da função dessas estruturas do 

citoesqueleto em diferentes regiões cerebrais. 

A estequiometria dos neurofilamentos tem sido descrita 

em d i fer-ent es especies. Nestes estudos evidenciou-se que 

diferentes espécies animais ou estruturas possuem uma diferente 

razão molar. Chiu e colaboradores 

densitométr1co de neurofi1amentos 

(1980) fizeram um 

isolados, a partir de 

estudo 

medula 

espinhal, usando Comassie blue como corante para eletroforese e 

encontraram as 

10:8,9:1,7 em 

homem. Outros 

seguintes razões molares: 10:4,2:1,7 

bovino e 10:6,7:3,6 (68 kDda:150 kDa:200 

pesquisadores (Shecket & Lasek, 1980) 

em rato; 

l<Da) no 

fizer-aro 

estudo densitométr1co da razão molar~ das subunidades dos 

neurofilamentos isolados de medula espinhal de cobaio, usando o 

c o r a n t e • • f as t g r· e e n • • e e n c o n t r· ar a m a r a z ão 1 0 : 3 , 3 : 1 , 6 ( 6 8 k D a : 1 5 0 

kDa:200 k Da) P os t e r· i o r me n t e , Chiu e 

n eu r· o f i 1 ame n l os de medula espinhal de 

Nor·t on 

ratos 

(1982) usaram 

pur·ificados por 

cromatografia e com géis de eletroforese corados por ''fast green 

e obtiveram a sequ1nte razão molar 10:3,0:1,4 (68 kDa:150 kDa:200 

k Da) . Scott e colaboradores (1985) fizeram um estudo 

e 1 et rofor·ét ico seguido d a c o 1 o r a ç. ão p o r· " f as t g r· e e n da razao 

molar· entre os constituintes dos neurofilamentos em medula 

espinhal bovina usando neurofilamentos p u r· 1 f i e a d o s por 

cromatografia e encontraram a seguinte razao: 10,00:6,00:2,70 

(68 kDa:150 kDa:200 kDa). 

A estequiometria dos constituintes dos neurofi1amentos 

encontrada neste trabalho foi 10,00 4, 16 1, 00 no córte>< 

cerebral, enquanto que no cerebelo foi 10,00 2,0 0, 7 ( 68 1< Da 
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150 k Da 200 kDa>. Os valores obtidos mostram que tanto no 

córtex cerebral como no cerebelo a subunidade perif~rica de 200 

kDa apresenta-se bastante diminuida em relaç~o a estrutura dos 

neurofilarnentos de medula espinhal de diferentes espécies. Essa 

diminuição parece ser mais acentuada no cerebelo em relação ao 

córtex cerebral, além disso, no cerebelo observa-se também uma 

diminuiçgo acentuada da subunidade de 150 kDa em relação à razao 

molar dos neurofilarnentos de córtex cerebral e principalmente da 

medula espinhal. 

Sabe-se que a distribuição das subunidades dos 

neurofilamentos é difer·ente no corpo celular e no axón10. 

Hirokawa (1982) e Hirokawa e colaboradores (1984) utilizando 

técnicas de microscopia eletr6nica de alta voltagem demonst r·ar·am 

que o ax6nio possui muito mais estruturas de ligação do que o 

corpo celular·. Sendo que estas estruturas de ligação sao 

compostas por subunidades de 200 e de 150 kDa dos 

neurofilamentos. A diminuição da subunidade de 200 kDa na ~ razao 

molar de córtex cerebral e de cerebelo encontradas no presente 

trabalho em relação aos trabalhos que usaram a medula espinhal 

nio é bem compreendida. Provavelmente o fato da medula espinhal 

ser· constituída por fibras nervosas onde os elementos do 

citoesqueleto se alinham paralelamente formado feixes compactos 

que interagem fortemente seJa o motivo pelo qual estas 

estruturas apresentem grande múmero de elementos de interconexão. 

Além disso, quando comparamos a razão molar dos NF de c.:órtex 

cerebral e de cerebelo, observamos que'no caso dessa ú 1t i ma 

estrutura os NF possuem muito menos subunidades periféricas de 
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150 e 200 k Da. Essa constatação também e de difícil 

interpretação, no entanto devemos considerar a possibilidade de 

que os neurofilamentos de diferentes estruturas c e r· e b r· a i s 

apresentem diferentes funções, e portanto possuam diferentes 

razões molares. Provavelmente as diferentes razões molares 

encontradas em córtex cerebral e cerebelo est~jam relacionadas 

com ~s diferentes concentrações de NF/célula existentes nessas 

duas estruturas em quest~o. 

Estudos posteriores ser·5o necess~rios para esclarecer 

as inurneras dú•.;idas que permanecem em relaçio a estrutura e 

funções dos filamentos intermediários na célula neuronal. 
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1 - Os animais submetidos ao modelo experimental de PKU 

apresentaram diminuição de peso cerebr·al 

2 As concentraç6es prot~icas (mg/g de tecido) dos 

homogeneizados totais não foram alteradas 

realizados. 

3 Os tratamentos utilizados 

com 05 tratamentos 

não alter·aram a 

concentração prot~ica (mg/g de tecido) nem a quantidade t ot a 1 

(mg/estrutura) dos filamentos intermediários de córtex cerebra1 e 

de cerebelo. 

4 A subunidade de 200 kDa dos neur·ofi 1 arnent os do 

córtex cerebral apresentou-se diminuida nos 3 grupos tratados em 

relação ao grupo controle. 

5 - O mapeamento peptidico da subunidade de 200 kDa dos 

neurofilamentos do cór·tex 

modificação estrutural 

cerebral. 

na 

cerebral 

subunidade 

sugerem que 

de 200 k Da 

não 

de 

houve 

córtex 

6 A razão molar 

neurofilamentos mos t r·ou uma 

en t r·e as 

d1minuiçãc, 

subunidades 

significativa 

dos 

da 

subunidade de 150 kDa e 200 kDa no cerebelo em relaç~o ao 

cerebral, no grupo controle. 
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VI. RESUMO 
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Neste trabalho, estimou-se a cuncentração de filamentos 

intermediários contidos no córtex cerebral e no cerebelo de ratos 

submetidos a três modelos experimentais de EIM (f'eni1cetonúria, 

hiperprolinemia e metilmalonicacidemia) e do grupo controle. Além 

disso, fez-se um estudo da razão nolar entre as subunidades dos 

neurofilamentos do c6rtex cerebral e do cerebelo. 

A induçâo dos EIM nos ratos consistiu na 1nJeçao, em 

doses crescentes conforme a idade e peso dos animais, de 

soluções contendo fenilalanina + ~-metilfenilalanina 

(fenilceton~ria), prolina (hiperprolinemia) e MMA 

(metilmalonicacidemia). Estas injeç5es foram feitas duas vezes ao 

dia, com intervalos de 9 e 15 horas, do sexto ao vigésimo oitavo 

dia de vida do animal. Aos 30 dias de vida os animais foram 

sacrificados para extraçio dos filamentos interrnediãrios. 

Pat-t indo-se de cór·tex cerebr·al ou de cerebelo 

extrairam-se os filamentos intermediários em tampão de alta força 

iônica, rH 7,1, na pr·esença de Triton :<-100. 

A proteína t ot a 1 contida na fraçio enriquecida E:' n 

filamentos intermediários foi dosada, analisada por e ] e t r· o f o nt se 

em gel de poliacrilamida 10½ CSDS-PAGE) e quantificada por 

densitometria. 

Os resultados obtidos demonstraram que os EIM testados 

causaram diminuição na quantidade da subunidade de 200 kDa dos 

neurofilamentos no córtex cen,:'br·al sem c.ausar alteração 

quantitativa nas demais subunidades dos filamentos intermediários 

no córtex cer·ebral e no cerebelo. 

O estudo estequim~trico dos neurof'ilamentos de cór·tex 

e er·eb ra 1 e cer·ebelo dos animais controles demon st r·ou que as 
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células neuronais do cerebelo possuem maior· concentraç~o de 

neuro f i 1 ame n t os d o que as d o e ó r· t ex e e r· e b r· a 1 e que a i-- a z a o molar 

entre as subunidades dos neurofilamentos é difer·ente nestas duas 

estruturas. 
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