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RESUMO 

 A via das quinureninas é a principal rota de degradação do aminoácido 

triptofano. Os metabólitos dessa via, comumente chamados de quinureninas, estão 

envolvidos em vários processos fisiológicos e patológicos e, recentemente, algumas 

quinureninas foram relacionadas à fisiopatologia de várias doenças 

neurodegenerativas. 

 Tendo em vista o pouco conhecimento a respeito do efeito das quinureninas 

sobre o metabolismo energético cerebral, e considerando que as concentrações de 

algumas quinureninas estão alteradas em várias doenças neurodegenerativas e que 

disfunção mitocondrial é uma importante característica dessas doenças, este 

trabalho teve por objetivo investigar os efeitos in vitro de alguns metabólitos da via 

das quinureninas, particularmente L-quinurenina, ácido quinurênico, 3-

hidroxiquinurenina, ácido 3-hidroxi-antranílico, ácido antranílico e ácido quinolínico 

sobre alguns parâmetros do metabolismo energético em córtex cerebral de ratos 

jovens. 

Verificamos que todas as quinureninas testadas, à exceção da L-quinurenina, 

aumentaram a captação de glicose e inibiram a produção de CO2 a partir de glicose, 

acetato e citrato em córtex cerebral de ratos de 30 dias de vida. Além disso, o ácido 

quinurênico inibiu a atividade da enzima sucinato desidrogenase, a 3-

hidroxiquinurenina inibiu a atividade dos complexos I, II e IV da cadeia respiratória, 

enquanto que o ácido 3-hidroxi-antranílico inibiu as atividades dos complexos I e II 

da cadeia respiratória e da enzima sucinato desidrogenase. Já o ácido antranílico 

inibiu as atividades do complexo I-III da cadeia respiratória e da enzima sucinato 

desidrogenase. Por outro lado, o ácido quinolínico inibiu apenas a atividade do 
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complexo II, sem alterar as atividades dos outros complexos da cadeia 

transportadora de elétrons. Finalmente, observamos que nenhuma das substâncias 

testadas interferiu na atividade da enzima Na+,K+-ATPase. Esses resultados 

sugerem um bloqueio no ciclo do ácido cítrico, o qual poderia ser provocado pela 

inibição da cadeia respiratória ocasionada pelos metabólitos testados.  

Portanto nossos resultados sugerem que o metabolismo energético cerebral é 

inibido in vitro por algumas quinureninas. Caso esses achados se confirmem in vivo, 

é possível que um prejuízo no metabolismo energético possa colaborar, ao menos 

em parte, para o comprometimento cerebral dos pacientes afetados por doenças em 

que há alteração nas concentrações desses compostos. 
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ABSTRACT 

 Kynurenines are the main products of tryptophan metabolism. These 

metabolites have been shown to be involved in several physiological and 

pathological processes, and recently some kynurenines were shown to be involved in 

the pathophysiology of some neurodegenerative disorders.  

Considering the little knowledge on the role of kynurenine on cerebral energy 

metabolism, that the concentrations of some kynurenines are altered in 

neurodegenerative disorders in which mitochondrial dysfunction occurs, in the 

present study we investigated the in vitro effect of some kynurenines, namely L-

kynurenine, kynurenic acid, 3-hydroxykynurenine, 3-hydroxyanthranilic acid, 

anthranilic acid and quinolinic acid on some important parameters of energy 

metabolism in cerebral cortex of young rats. 

We verified that all the kynurenines tested, except L-kynurenine increased 

glucose uptake and inhibited CO2 production when glucose, acetate and citrate in 

cerebral cortex of 30-day-old rats. Moreover, kynurenic acid inhibited succinate 

dehydrogenase activity. 3-hydroxykynurenine inhibited the respiratory chain 

complexes I, II and IV activities, while 3-hydroxyanthranilic acid inhibited the 

respiratory chain complexes I and II and succinate dehydrogenase activities. 

Anthranilic acid inhibited the respiratory chain complex I-III and succinate 

dehydrogenase activities. On the other hand, quinolinic acid only inhibited the  

respiratory chain complex II activity. Finally, we observed that the kynurenines did 

not modify the activity of the Na+,K+-ATPase. These results indicate a blockage in the 

Krebs cycle which could be provoked by the respiratory chain inhibition caused by 

these metabolites.  

Taken together, these in vitro results suggest that the brain energy metabolism 

may be impaired by some of the kynurenines. In case the effects detected in this 
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study also occur in vivo, it is tempting to speculate that they may contribute, at least 

in part, to the neurological dysfunction found in disorders in which the concentrations 

of kynurenines are altered. 
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I INTRODUÇÃO 

 

I. 1 Metabolismo do triptofano: via das quinureninas 

 Em uma dieta normal, aproximadamente 600 a 900 mg de triptofano são 

ingeridos diariamente. No homem, embora parcialmente incorporado a proteínas 

(30% do triptofano ingerido), este aminoácido é metabolizado através de várias rotas 

metabólicas, originando compostos biologicamente importantes (PRICE et al., 1965; 

WOLF, 1974; PETERS, 1991).  

 Nos indivíduos hígidos, apenas pequenas quantidades de metabólitos do 

triptofano são excretadas pela urina diariamente. Neste particular, apenas 1 a 2% do 

triptofano ingerido é metabolizado a 5-hidroxi-indol-acetato através da rota da 

serotonina (WOLF, 1974; PETERS, 1991). Por outro lado, aproximadamente 3% do 

triptofano são convertidos a 3-indoxilsulfato pela ação da flora bacteriana intestinal, o 

qual é excretado na urina (BRYAN, 1966). O triptofano também é precursor do ácido 

3-indol-acético, formado tanto por enzimas humanas quanto por enzimas 

bacterianas intestinais, que é normalmente excretado na urina em quantidades 

diárias de 100 µmol. Além disso, aproximadamente 3 a 4% do triptofano ingerido são 

excretados como tal na urina (WEISSBACH et al., 1959). Também foi demonstrada 

a participação do triptofano na biossíntese da melanina (ALLEGRI et al. 1972; DE 

ANTONI et al., 1974; COSTA et al., 1975).  

Uma rota metabólica importante do triptofano é a via das quinureninas, a qual 

leva à biossíntese do ácido nicotínico (niacina), precursor de uma importante 

coenzima de reações biológicas, a nicotinamida adenina dinucleotídeo (NAD+) 

(Figura I.1).  
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A rota das quinureninas é também a principal via metabólica na qual o 

triptofano é totalmente degradado via glutarato, liberando acetil-CoA para o 

metabolismo energético (aproximadamente 25% do fluxo desta via). 

A primeira reação da via das quinureninas é catalisada pela enzima triptofano-

2,3-dioxigenase (EC 1.13.11.11) no fígado e pela enzima indoleamina-2,3-

dioxigenase (EC 1.13.11.42) em outros tecidos, incluindo o cérebro.   Essas enzimas 

catalisam a conversão de triptofano a N-formilquinurenina pela clivagem oxidativa do 

anel pirrolidínico. A N-fomilquinurenina é, por sua vez, hidrolisada a L-quinurenina 

pela enzima quinurenina formidase. Dependendo do conteúdo e da atividade 

enzimática, a L-quinurenina pode ser metabolizada por três rotas distintas, podendo 

ser convertida a ácido quinurênico pela ação da quinurenina 2-oxoglutarato 

aminotransferase (EC 2.6.1.7), a 3-hidroxiquinurenina pela enzima mitocondrial 

quinurenina 3-hidroxilase (EC 1.14.13.9) ou a ácido antranílico pela catálise da 

enzima quinureninase (EC 3.7.1.3), a qual requer piridoxal-5’-fosfato como coenzima 

(STONE, 1993) e um 2-ceto-ácido como co-substrato, preferencialmente o piruvato. 

A 3-hidroxiquinurenina pode sofrer a ação da enzima quinurenina aminotransferase 

(a mesma que converte L-quinurenina a ácido quinurênico), formando ácido 

xanturênico, ou a ação da enzima quinureninase (a mesma que catalisa a conversão 

de quinurenina a ácido antranílico), formando ácido 3-hidroxi-antranílico. Este último 

é convertido a semi-aldeído 2-amino-3-carboximucônico pela enzima 3-hidroxi-

antranilato 3,4-dioxigenase (EC 1.13.11.6). Este composto, por sua vez, pode se 

converter a ácido quinolínico pelo fechamento espontâneo do anel piridínico e que 

se converte a ácido nicotínico pela ação da enzima quinolinato fosfo-

ribosiltransferase (EC 2.4.2.19), sofrer a ação da enzima semi-aldeído 

aminocarboximuconato descarboxilase (EC 4.1.1.45) formando semi-aldeído 2-

aminomucônico (que se converte espontaneamente a ácido picolínico) ou ser 



 28

oxidado enzimaticamente pela ação da aminomuconato semi-aldeído desidrogenase 

a ácido 2-aminomucônico, que sofre uma desaminação oxidativa, resultando em 

ácido 2-ceto-adípico. Este último, por sua vez, é metabolizado pela rota do glutarato, 

que resultará na síntese de acetil-CoA. 

 Segundo Allegri e colaboradores (2003), a enzima quinureninase apresenta a 

menor atividade enzimática dentre as enzimas da via das quinureninas, enquanto a 

3-hidroxi-antranilato 3,4-dioxigenase possui a maior atividade dentre as enzimas 

dessa rota metabólica. 

 A primeira enzima da via das quinurenina, indoleamina 2,3-dioxigenase, 

catalisa o passo limitante dessa rota metabólica. Tal enzima é induzida por interferon 

γ e, em menor extensão, por interferon β, interferon α, fator de necrose tumoral e 

fator de agregação plaquetária, aumentando sua atividade enzimática e, 

conseqüentemente, o fluxo dessa rota metabólica (PEMBERTON et al., 1997; 

SMITH et al., 1999). Essa enzima por sua vez pode ser inibida por interleucina 4 e 

óxido nítrico (MUSSO et al., 1994; THOMAS et al., 1994). 

 Sabe-se que, quando determinados tecidos são invadidos por vírus, bactérias 

ou endotoxinas, há produção de interferon γ, o qual estimula a síntese de 

prostaglandinas, que também são indutoras da atividade da indoleamina 2,3-

dioxigenase. Também foi demonstrado que, como conseqüência de um processo 

inflamatório, o ânion superóxido é liberado e utilizado por essa enzima, aumentando 

a conversão de triptofano a L-quinurenina (HAYAISHI, 1992).  

 No cérebro, a rota metabólica das quinureninas que leva à formação de ácido 

quinolínico ocorre principalmente nas células da microglia (células semelhantes a 

macrófagos residentes no cérebro) (HEYES et al., 1996). Em astrócitos, não há a 

expressão da enzima quinurenina 3-hidroxilase, o que direciona a L-quinurenina 

formada a partir de triptofano para a formação de ácido quinurênico. Este ácido 



 29

quinurênico produzido pelos astrócitos pode ser captado pelas células da microglia 

para seguir a rota das quinureninas e produzir ácido quinolínico (GUILLEMIN et al., 

2001a).  

 O catabolismo do triptofano através da via das quinureninas tem levantado 

bastante interesse nos últimos anos, visto que vários intermediários dessa via 

apresentam importantes atividades biológicas. 
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Figura I.1 Rota de degradação do triptofano: via das quinureninas. (1) 

Triptofano ou Indoleamina 2,3-dioxigenase; (2) Quinurenina formidase; (3) 

Quinureninase; (4) Quinurenina aminotransferase; (5) Quinurenina 3-hidroxilase; (6) 

Oxigenase do ácido 3-hidroxiantranílico; (7) Carboxilase picolínica; (8) AQFT; (9) 

Glutaril-CoA desidrogenase. 
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I. 2  Atividades biológicas dos intermediários da via das quinureninas 

 Os intermediários da via das quinureninas desempenham importante papel 

em algumas funções fisiológicas, tais como no comportamento, sono, termo-

regulação e na gestação (STONE, 1993; CURZON, 1996). Essa rota está bastante 

relacionada à resposta inflamatória, sendo que seus intermediários são capazes de 

induzir a expressão de várias citocinas, quimiocinas e seus receptores em astrócitos 

(GUILLEMIN et al., 2000, 2001a), promovendo a inflamação. 

 Por outro lado, nos últimos anos, estes compostos têm sido relacionados à 

fisiopatologia de várias doenças neurodegenerativas. 

 Nesse particular, o ácido quinolínico (AQ) é conhecido por ser capaz de atuar 

seletivamente como agonista de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA (STONE 

e PERKINS, 1981; SCHWARCZ et al., 1983; KIM e CHOI, 1987). Outros estudos 

demonstraram que o ácido quinolínico é capaz de aumentar os níveis extracelulares 

de glutamato, um importante aminoácido excitatório, em cérebro de ratos (MENA et 

al., 2000), provavelmente por inibir a captação deste aminoácido por vesículas 

sinápticas de cérebro de ratos (TAVARES et al., 2000). Assim, foi demonstrada a 

ocorrência de uma extensa lesão neuronal após injeções intra-estriatal e intra-

hipocampal de ácido quinolínico (SCHWARCZ et al., 1983), e, por isso, este 

composto tem sido amplamente utilizado para modelo animal de doença de 

Huntington. Muitos estudos também têm demonstrado a formação de espécies 

reativas de oxigênio e lipoperoxidação induzidas por ácido quinolínico (RIOS e 

SANTAMARIA, 1991; BEHAN et al., 1999; SANTAMARIA et al., 2001a,b). Por outro 

lado, Bordelon e colaboradores (1997) demonstraram que o ácido quinolínico altera 

parâmetros respiratórios em ratos após injeção intra-estriatal, mas ainda pouco se 

conhece sobre o efeito de tal substância no metabolismo energético cerebral. 
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 Outro composto da via das quinureninas potencialmente neurotóxico é a 3-

hidroxiquinurenina (3HQ). A neurotoxicidade da 3HQ parece ser mediada por 

espécies reativas de oxigênio formadas como conseqüência da auto-oxidação de 

sua molécula (EASTMAN e GUILARTE, 1990; OKUDA et al., 1996; VASQUEZ et al., 

2000). Nesse sentido, estudos têm demonstrado que o dano tecidual provocado por 

injeções in vivo intra-estriatais de 3HQ em ratos pode ser prevenido pela 

administração de antioxidantes (NAKAGAMI et al., 1996). Além disso, Stutchbury e 

Trustcott (1993) demonstraram que a 3-hidroxiquinurenina é capaz de reagir com 

proteínas modificando resíduos de lisina, e essa reação pode ser inibida pela adição 

de glutationa. Outros estudos in vitro demonstraram a ocorrência de morte celular 

por apoptose mediada por espécies reativas de oxigênio na presença de 3HQ 

(ESTMAN e GUILARTE, 1989; OKUDA et al., 1996,1998; CHIARUGI et al., 2001; 

LEE et al., 2004; JEONG et al., 2004). Também foi demonstrado que a 3HQ induz 

convulsões em camundongos após injeções intracerebroventriculares (LAPIN, 

1980,1981).  

 Da mesma forma que a 3HQ, o ácido 3-hidroxi-antranílico (3HA) é um 

composto gerador de espécies reativas de oxigênio, visto que rapidamente sofre 

auto-oxidação com formação de ânions superóxido (DYKENS et al., 1987, 1989). O 

3HA também possui propriedades carcinogênicas, principalmente direcionadas a 

câncer de mama e bexiga (BENASSI et al., 1963). Cerstiaens e colaboradores 

(2003) demonstraram uma toxicidade do 3HA em culturas primárias de neurônios de 

insetos devido ao 3HA, com indução de apoptose. 

 Por outro lado, foi demonstrado que o ácido quinurênico (AK), um importante 

intermediário da via das quinureninas, é um antagonista de vários subtipos de 

receptores glutamatérgicos, incluindo receptores 3-hidroxi-5-metil-isoxasolpropionato 

(AMPA) e kainato (PERKINS e STONE, 1982), possuindo uma alta afinidade pelo 
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sítio de glicina insensível à estricnina nos receptores NMDA (BIRCH et al., 1988). O 

AK também é um potente antagonista não-competitivo de receptores colinérgicos do 

tipo α7 nicotínico (HILMAS et al., 2001). Além disso, têm-se demonstrado em 

modelos animais que o AK previne a neurotoxicidade associada a hipóxia e 

isquemia (FOSTER et al., 1984; GERMANO et al., 1987; GILL e WOODRUF, 1990). 

Foi também observado que uma inibição da enzima quinurenina 3-hidroxilase com 

conseqüente aumento dos níveis de ácido quinurênico produz inúmeros efeitos 

farmacológicos, tais como sedação, controle de convulsões, analgesia e prevenção 

de isquemia e dano neuronal excitotóxico (CARPENEDO et al., 1994; SPECIALE et 

al., 1996; WU et al., 2000). Entretanto Baran e colaboradores (2001) demonstraram 

que o ácido quinurênico diminui a síntese de ATP na mitocôndria, aumentando o 

estado IV e diminuindo a razão ADP/oxigênio a partir do consumo de 

glutamato/malato em mitocôndrias de coração de ratos. 

 A L-quinurenina (QUI), por sua vez, parece estimular a expressão do fator de 

crescimento nervoso (“nerve growth factor”, NGF) em células cultivadas da astroglia 

de camundongos (DONG-RUYI et al., 1998). Por outro lado, injeções 

intracerebroventriculares de L-quinurenina induzem convulsões em camundongos, 

as quais podem ser revertidas por taurina (LAPIN, 1980).  

 Embora pouco se saiba sobre a influência dos metabólitos da via das 

quinureninas sobre o metabolismo energético cerebral, Baran e colaboradores 

(2003) demonstraram que alguns dos metabólitos da via das quinureninas alteram 

parâmetros respiratórios em mitocôndrias de ratos. A 3-hidroxiquinurenina e o ácido 

3-hidroxi-antranílico diminuíram o índice de controle respiratório e a razão 

ADP/oxigênio na presença de glutamato/malato e sucinato, enquanto que o ácido 

antranílico reduziu o estado III do consumo de oxigênio.  



 34

Por outro lado, alterações nas concentrações cerebrais dos metabólitos da 

rota das quinureninas têm sido relacionadas a algumas doenças que afetam o 

sistema nervoso central, o que tem despertado muito interesse para o estudo do 

papel desses compostos sobre esse sistema. 

 

I. 2.1 Quinureninas e doenças neurodegenerativas 

 As doenças neurodegenerativas têm sido recentemente alvo de inúmeras 

pesquisas, visto que o número de pessoas afetadas por elas tem aumentado 

consideravelmente. Entretanto os mecanismos fisiopatológicos dessas doenças são 

pouco conhecidos. Nesse particular, tem-se estudado nos últimos anos o 

envolvimento dos intermediários da via das quinureninas em algumas dessas 

doenças, tais como nas doenças de Huntington, Alzheimer e Parkinson, na 

demência associada à síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS) e na acidemia 

glutárica tipo I. 

 Várias observações levaram ao uso da administração de ácido quinolínico 

como modelo de doença de Huntington. Infusão crônica de ácido quinolínico 

diretamente em estriado de ratos é capaz de produzir alterações histológicas e 

déficit motor e comportamental semelhantes aos observados na doença de 

Huntington (SUSEL et al., 1991; SHEAR et al., 1998). Além diso, lesões estriatais 

ocasionadas por ácido quinolínico em macacos produzem distonia e discinesia muito 

semelhantes àquelas encontradas nessa doença (STOREY et al., 1994; BURNS et 

al., 1995), e esses efeitos podem ser suprimidos por lesões no globo pálido (JOEL et 

al., 1998). A importância dessas observações é que lesões no globo pálido 

melhoram as alterações motoras observadas nas doenças de Huntington e 

Parkinson (STONE, 2001). Lesões causadas por ácido quinolínico também 

ocasionam depleção de neurotransmissores, tais como GABA e substância P, sem 
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alterações nos níveis de dopamina, de uma forma semelhante ao encontrado na 

doença de Huntington (BEAL et al., 1986, 1989a,b, 1991). Também foram 

observadas concentrações cerebrais elevadas de 3-hidroxiquinurenina e ácido 

quinurênico em pacientes afetados pela doença de Huntington (CONNICK et al., 

1989; REYNOLDS e PEARSON, 1989; PEARSON e REYNOLDS, 1992), além de 

um aumento na atividade da enzima 3-hidroxiantranilato oxigenase (SCHWARCZ et 

al., 1988).  

     Os níveis de 3-hidroxiquinurenina também estão elevados no putamen e na 

substância nigra de pacientes com doença de Parkinson, enquanto a razão 

quinurenina/3-hidroxiquinurenina está reduzida na substância nigra, córtex frontal e 

putamen (OGAWA et al., 1992). Tal fato implica não apenas um aumento na síntese 

de 3-hidroquinurenina, que é tóxica, mas também uma menor disponibilidade de 

quinurenina para a síntese de ácido quinurênico. Essa combinação de efeitos pode 

contribuir para o dano neuronal encontrado na doença de Parkinson (STONE, 2001). 

 Recentemente, foi demonstrado que o peptídeo β-amilóide, cujo acúmulo na 

forma de placas (conhecidas como placas senis) está associado à doença de 

Alzheimer, induz a produção de ácido quinolínico por macrófagos e, principalmente, 

pela microglia (GUILLEMIN et al., 2001b). Elevações nos níveis séricos de triptofano 

e seu metabólito L-quinurenina foram encontradas nessa doença, com o aumento 

desses níveis proporcional ao nível do déficit cognitivo (BARAN et al., 1999; 

WIDNER et al., 1999, 2000), enquanto os níveis de ácido quinurênico se encontram 

diminuídos (HEYES et al., 1992). Foi ainda observado que triptofano, 3-

hidroxiquinurenina, ácido 3-hidroxi-antranílico e ácido quinolínico aumentam a fluidez 

de membrana pela diminuição da relação colesterol/fosfolipídeo na membrana, o 

que estimularia a produção de β-amilóide (APP, a proteína precursora do β-amilóide, 
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e suas secretases estão localizadas em áreas da membrana ricas em colesterol) 

(RUDZITE et al., 1999). 

 Por outro lado, Varadkar e Surtees (2004) propuseram um efeito sinérgico 

entre o ácido 3-hidroxiglutárico, principal neurotoxina acumulada nos fluidos e 

tecidos de pacientes portadores de acidemia glutárica tipo I, e os metabólitos da rota 

das quinureninas, com ênfase especial para o ácido quinolínico, na tentativa de 

explicar o dano neurológico característico dessa doença. De acordo com essa 

hipótese, a deficiência da enzima glutaril-CoA desidrogenase característica da 

doença bloquearia a via do glutarato, a qual levaria a um acúmulo de seus 

precursores, as quinureninas. Por outro lado, a ativação da enzima indoleamina 2,3-

dioxigenase na microglia pela inflamação intercorrente também aumentaria as 

concentrações das quinureninas, principalmente a do ácido quinolínico. Este seria o 

principal metabólito a exercer efeitos sinérgicos com o ácido 3-hidroxiglutárico, visto 

que ambos teriam a capacidade de ativar os receptores glutamatérgicos do tipo 

NMDA. 

 Embora associadas a várias doenças neurodegenerativas, até o presente 

momento pouco se sabe sobre os mecanismos pelos quais as quinureninas 

poderiam atuar nessas doenças. 

          

I. 3 Metabolismo energético nas doenças neurodegenerativas 

 Numerosas hipóteses têm sido propostas para explicar a fisiopatologia das 

doenças de Alzheimer, Huntington e Parkinson, sem, no entanto, obter até o 

momento uma explicação satisfatória para o dano cerebral dessas doenças. No 

entanto, acredita-se que possíveis mecanismos envolvam deficiência no 

metabolismo energético, estresse oxidativo e neurotoxicidade mediada por 

receptores glutamatérgicos do tipo NMDA, ou, possivelmente, um somatório desses 
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fatores (ROSE e HENNEBERRY, 1994). Uma das hipóteses é de que alterações na 

cadeia transportadora de elétrons seria o evento etiológico primário na maioria 

dessas doenças (PARKER, 1989; PARKER et al., 1990, 1994; SWERDLOW et al., 

1996, 1997). 

 O cérebro é altamente dependente de energia para seu funcionamento 

normal (ROSSEN et al., 1943) e a mitocôndria é a estrutura intracelular que mantém 

os suprimentos de energia para o cérebro. Uma alteração funcional nessa estrutura 

pode levar, portanto, a alterações patológicas nos neurônios e astrócitos (BEAL et 

al., 1993; BEAL, 1995; BOWLING e BEAL, 1995; DAVIS et al., 1995). Mutações no 

DNA mitocondrial e reações envolvendo geração de espécies reativas podem 

danificar a mitocôndria e diminuir a atividade dos complexos da cadeia respiratória. 

Um prejuízo no transporte de elétrons, além de causar um prejuízo na produção de 

ATP, leva a uma dispersão dos elétrons na forma de radicais livres potencialmente 

danosos à célula. Visto que os sistemas de defesa antioxidantes, como as enzimas 

superóxido dismutase, glutationa peroxidase, glutationa redutase e catalase, são 

relativamente deficientes no cérebro (MARKLUND et al., 1982; MARTILLA et al., 

1988), um ciclo vicioso pode ocorrer, aumentando o dano oxidativo a neurônios e 

levando à morte neuronal característica de doenças neurodegenerativas. Um 

prejuízo na fosforilação oxidativa também reduz o bombeamento de prótons através 

da membrana mitocondrial, diminuindo o potencial da membrana e, 

conseqüentemente, levando à abertura do poro de transição da permeabilidade 

mitocondrial. Evidências sugerem que uma diminuição no potencial de membrana 

mitocondrial seja um evento primário na iniciação do processo apoptótico (WADIA et 

al., 1998). 

Adicionalmente, dano neuronal e estresse oxidativo podem levar a mudanças 

reativas em astrócitos situados nas proximidades, levando a um aumento na 
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produção de citocinas pró-apoptóticas e pró-inflamatórias, bem como a uma 

alteração na homeostase de íons extracelulares e de aminoácidos 

neurotransmissores (MACCIONI et al., 2001). Além disso, mecanismos patogênicos 

das doenças neurodegenerativas podem estimular células da microglia, levando à 

produção de substâncias potencialmente neurotóxicas (MACCIONI et al., 2001). 

Numerosas evidências relacionam doenças neurodegenerativas a uma 

diminuição no metabolismo energético. Estudos demonstraram uma diminuição na 

atividade do complexo I da cadeia respiratória em cérebros postmortem de pacientes 

portadores de doença de Parkinson (GU et al., 1998; JANETZKY et al., 1994; 

SCHAPIRA et al., 1989, 1990a,b). Também há relatos de defeitos nos complexos II 

e III da cadeia respiratória e na enzima α-cetoglutarato desidrogenase, importante 

enzima do ciclo do ácido cítrico, nessa doença (MIZUNO et al., 1990, 1994). 

Na doença de Alzheimer, a mais comum dentre as doenças 

neurodegenerativas, é encontrada principalmente uma redução na atividade do 

complexo IV da cadeia respiratória (MAURER et al., 2000). Estudos de imagem in 

vivo demonstraram uma redução no metabolismo da glicose em pacientes 

portadores da doença de Alzheimer, e essa diminuição aparece precocemente, 

precedendo os sintomas clínicos, e se acentua com a severidade da doença 

(JAGUST et al., 1988; SMITH et al., 1992; KENNEDY et al., 1995; SMALL et al., 

1995). Estudos em cérebros postmortem demostraram uma diminuição na atividade 

do complexo enzimático da piruvato desidrogenase e na atividade da enzima α-

cetoglutarato desidrogenase na doença de Alzheimer (PERRY et al., 1980; GIBSON 

et al., 1988; MASTROGIACOMO et al., 1993). 

Na esclerose lateral amiotrófica, observou-se uma diminuição na atividade 

dos complexos I, III e IV da cadeia respiratória em mitocôndrias de células híbridas 

(SWERDLOW et al., 1998). 
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Por outro lado, vários estudos têm demonstrado uma diminuição na utilização 

de glicose em córtex cerebral de pacientes portadores da doença de Huntington 

(KUHL et al., 1982; HAYDEN et al., 1986; YOUNG et al., 1986; GRAFTON et al., 

1992; KUWERT et al., 1993), além de um aumento nos níveis cerebrais de lactato 

(JENKINS et al., 1993). Também se observou uma redução na utilização de 

oxigênio, bem como na atividade dos complexos II, III e IV da cadeia respiratória no 

núcleo caudato de pacientes portadores dessa (BRENNAN et al., 1985; GU et al., 

1996).  

  

 I. 4 Metabolismo intermediário no cérebro de mamíferos 

O principal substrato energético para o cérebro de mamíferos adultos é a 

glicose, porém o padrão de utilização deste nutriente varia conforme a etapa de 

desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC), o estado nutricional do indivíduo 

e o destino de sua cadeia de átomos de carbono (MARKS et al., 1996). 

Nas primeiras horas após o nascimento, o lactato é a principal fonte de 

obtenção de energia cerebral em seres humanos (VICARIO et al., 1991). Com o 

início do período de amamentação, os corpos cetônicos, formados a partir da 

oxidação dos ácidos graxos contidos no leite, são utilizados em grandes quantidades 

pelo cérebro. Assim, durante as primeiras semanas de desenvolvimento, os corpos 

cetônicos se constituem como uma das principais fontes para obtenção de energia 

pelo cérebro (MILLER et al., 1982). Nesta fase, o consumo de glicose pelo cérebro é 

reduzido, aumentando gradativamente em poucas semanas. O equilíbrio entre o 

consumo de glicose e corpos cetônicos é alcançado por volta dos 18 dias de vida, 

quando a utilização de glicose se torna preferencial em condições normais (CRONE, 

1965; CREMER et al., 1976). 
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O estado nutricional também dita o padrão de utilização de nutrientes pelo 

cérebro. Situações de jejum prolongado fazem com que o SNC passe a utilizar 

corpos cetônicos para obtenção de energia, a fim de poupar o organismo de um 

catabolismo protéico exacerbado resultante da necessidade da manutenção da 

glicemia via gliconeogênese (MARKS et al., 1996). 

A glicose captada pelo cérebro é, no entanto, fonte de carbono para a síntese 

de diversas outras biomoléculas essenciais (por exemplo, neurotransmissores), o 

que reforça a idéia de que a utilização de glicose não está atrelada somente à 

produção de energia.  

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

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

energético cerebral se mostra essencialmente aeróbico, sendo a glicose o principal 

substrato utilizado (CLARK et al., 1993), entrando no ciclo sob a forma de acetil-

CoA, que é então oxidado completamente a CO2. As reações anapleróticas, que 

alimentam o ciclo fornecendo diretamente seus intermediários, também fornecem 

substratos para as reações de oxidação no cérebro. Quando não há hipóxia, a 

fosforilação oxidativa é dependente da concentração de ATP, ADP e fosfato 

inorgânico (Pi) e da razão mitocondrial de NADH/NAD+, que é determinada pela 

atividade da cadeia transportadora de elétrons e pelo fornecimento de elétrons por 

enzimas mitocondriais. A cadeia transportadora de elétrons oxida o NADH e 

bombeia prótons para o espaço intermembrana da mitocôndria formando assim um 

gradiente de prótons que ativa a ATP sintase que produz ATP na fosforilação 

oxidativa (ERECINSKA e SILVER, 1994). 

A atividade do ciclo do ácido cítrico pode ser medida através da formação de 

CO2. Neste particular, diversos substratos marcados por isótopos radioativos são 

oxidados in vitro pelo cérebro até CO2. A utilização dessas substâncias tem auxiliado 
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no estudo do metabolismo energético cerebral a partir de diferentes pontos da rota 

aeróbica de oxidação, dependendo do substrato utilizado (por exemplo, glicose, 

acetato ou citrato) e da posição em que a molécula é marcada. 

 

I.5 Fosforilação oxidativa 

As coenzimas nucleotídicas reduzidas NADH e FADH2, provenientes da 

oxidação de glicose, ácidos graxos, aminoácidos e intermediários do ciclo do ácido 

cítrico são moléculas com grande capacidade de liberar energia, pois contêm 

elétrons com alto potencial de transferência (STRYER, 1996). 

A fosforilação oxidativa é o processo pelo qual o O2 é reduzido a H2O, por 

elétrons doados pelo NADH e FADH2, que fluem por vários pares de redução-

oxidação (cadeia respiratória), ocorrendo concomitantemente a produção de ATP a 

partir de ADP e Pi (NELSON e COX, 2000). Em eucariotos, a fosforilação oxidativa 

ocorre nas mitocôndrias, mais precisamente na cadeia respiratória, e é responsável 

pela maior parte da energia liberada pela célula (figura I.2). 

As mitocôndrias são corpúsculos envolvidos por uma membrana externa, 

facilmente permeável a pequenas moléculas e íons, e por uma membrana interna, 

impermeável à maioria das moléculas e íons, incluindo prótons H+ (NELSON e COX, 

2000). A membrana interna é composta por aproximadamente 75% de proteínas. É 

livremente permeável somente a O2, CO2 e H2O, e contém, além das proteínas da 

cadeia respiratória, várias proteínas de transporte que controlam a passagem de 

metabólitos, como piruvato, glicerolfosfato, malato, ácidos graxos, prótons e outras 

moléculas essenciais às funções mitocondriais (ABELES et al., 1992). A 

impermeabilidade controlada da membrana mitocondrial interna para a maioria dos 

íons e dos metabólitos permite a formação de um gradiente de íons através dessa 

barreira e resulta na compartimentalização das funções metabólicas entre o citosol e 



 42

a mitocôndria (VOET et al., 2000). O fluxo de elétrons a partir de NADH e FADH2 até 

o O2 (aceptor final de elétrons) se dá através de complexos enzimáticos ancorados 

na membrana mitocondrial interna com centros redox com afinidade crescente por 

elétrons. A seqüência de carreadores de elétrons, de um modo geral, reflete seus 

potenciais de redução relativos, sendo o processo global de transporte de elétrons 

exergônico. 

A cadeia respiratória é composta por vários complexos enzimáticos e uma 

coenzima lipossolúvel, a coenzima Q ou ubiquinona (DI DONATO, 2000). O 

complexo I, conhecido como NADH desidrogenase ou NADH: ubiquinona 

oxidorredutase, transfere os elétrons do NADH para a ubiquinona. O complexo II, 

sucinato desidrogenase, reduz a ubiquinona com elétrons do FADH2 provenientes da 

oxidação do sucinato a fumarato no ciclo do ácido cítrico. O complexo III, citocromo 

bc1 ou ubiquinona-citocromo c oxidorredutase, catalisa a redução do citocromo c a 

partir dos elétrons provenientes da ubiquinona reduzida. O complexo IV, conhecido 

como citocromo c oxidase, catalisa a transferência dos elétrons do citocromo c 

reduzido para o O2, reduzindo-o a H2O. Todos esses complexos possuem 

grupamentos prostéticos (grupamento heme, por exemplo) específicos para 

desempenharem o papel de aceptores e doadores de elétrons (ABELES et al., 

1992). 

O fluxo de elétrons através dos complexos da cadeia respiratória é 

acompanhado pelo bombeamento de prótons da matriz mitocondrial para o espaço 

intermembranas. Com isso, cria-se um gradiente eletroquímico transmembrana 

utilizado por um quinto complexo protéico, a ATP sintase, para a síntese de ATP. 

Dessa forma, a oxidação de substratos energéticos está acoplada ao processo de 

fosforilação do ADP, ou seja, quando o fluxo de prótons volta a favor do gradiente 

eletroquímico, a energia liberada é utilizada pela ATP sintase, que funciona como 
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uma bomba de prótons dependente de ATP trabalhando no sentido reverso, para 

liberar o ATP (NELSON e COX, 2000). 

Além do possível déficit na produção de ATP, que se constitui na principal 

moeda energética para os processos celulares, algumas doenças genéticas e outros 

distúrbios que interfiram na cadeia respiratória aumentam os níveis de NADH, 

inibindo o ciclo do ácido cítrico e impedindo a entrada de piruvato neste. Como 

conseqüência, o piruvato é convertido a lactato, cujos níveis se elevam no sangue 

do indivíduo (VOET e VOET, 1990). 

 

 

Figura I.2 Fluxo de elétrons através dos quatro complexos da cadeia respiratória. O 

gradiente eletroquímico transmembrana formado possibilita a síntese de ATP pela 

ATP-sintase (adaptado de NELSON e COX, 2004). 
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I. 6 Na+,K+-ATPase 

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

tipos de subunidades: a subunidade α de 110kD, que contém os sítios catalíticos e 

de ligação de íons, e a subunidade β, que é uma glicoproteína de 55kD de função 

desconhecida, formando uma estrutura dimérica (αβ)2. A função dessa enzima é 

translocar os cátions Na+ e K+ através da membrana plasmática contra seus 

gradientes de concentração, utilizando a energia fornecida pela hidrólise de trifosfato 

de adenosina (ATP) (figura I.3). A enzima transporta simultaneamente 3 íons Na+ 

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

animais a controlar osmoticamente seu conteúdo hídrico. Visto que três cargas 

positivas são transportadas para o meio extracelular e somente duas são 

transportadas para o meio intracelular, o fluxo de íons Na+ e K+ produz um gradiente 

eletroquímico através da membrana celular (LINGREL e KUNTZWEILER, 1994). 

Esse gradiente é usado como fonte de energia para a despolarização e 

repolarização do potencial de membrana, para a manutenção e regulação do volume 

celular, para transporte ativo, transporte dependente de íon Na+, de glicose, de 

aminoácidos, de neurotransmissores e para cotransporte/antiporte de outros íons 

(GEERING, 1990). Todas as células eucarióticas superiores consomem o ATP por 

elas produzido para a manutenção das concentrações citosólicas e extracelulares de 

Na+ e K+, sendo que esse consumo pode ser da ordem de 40 a 60% nas células 

neuronais (WHITTAN, 1962). 

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

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

⎯→⎯++ ++++

 

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

potássio intra e extracelular pode causar graves conseqüências nas células do SNC 
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(ERECINSKA e SILVER, 1994), tendo sido associadas a despolarização excessiva, 

instabilidade da membrana e descargas paroxísticas (DONALDSON et al., 1977). 

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

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

(LINGREL e KUNTZWEILER, 1994). Baixas doses de ouabaína (0,1 nmol), quando 

injetadas intracerebralmente em ratos, produzem lesões neuronais seletivas e, em 

altas doses (1 nmol), produzem necrose celular e infarto (LEES et al., 1990). O efeito 

de radicais livres sobre a Na+,K+-ATPase tem sido citado como a principal fonte de 

dano celular na reperfusão ocorrida após uma isquemia do miocárdio. Estudos têm 

demonstrado uma inibição in vitro da enzima quando exposta a radicais hidroxila 

(HITSCHKE et al., 1994), bem como quando exposta a sistemas artificiais 

produtores de radicais livres em homogeneizado de cérebro de ratos (TSAKIRIS et 

al., 2000). 

Diversos estudos têm avaliado o funcionamento da Na+,K+-ATPase em tecido 

normal e tecido obtido de foco epiléptico na tentativa de identificar anormalidades na 

função da enzima que possam estar correlacionadas com tal patologia. Hanglund e 

colaboradores (1985) demonstraram que uma menor atividade da enzima em 

regiões cerebrais parece estar relacionada a anormalidades encontradas em crises 

convulsivas, talvez refletindo uma menor atividade na regulação do potássio 

extracelular. Rapport e colaboradores (1975) encontraram uma diminuição de 60% 

na atividade da Na+,K+-ATPase em córtex cerebral obtido de paciente que 

apresentava convulsões generalizadas intratáveis. Além disso, a inibição da enzima 

está associada à liberação de neurotransmissores em uma variedade de 

preparações neuronais (JACOBSON et al., 1986). 

Estudos in vitro têm demonstrado que alguns aminoácidos inibem a atividade 

da Na+,K+-ATPase. A fenilalanina e seus metabólitos desaminados (fenilpiruvato, 
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fenilacetato e fenilactato) inibem in vitro a atividade da Na+,K+-ATPase em torno de 

20% (WYSE et al., 1995). Bürger (1998) demonstrou semelhante inibição para 

leucina, valina, isoleucina e seus cetoácidos, compostos acumulados na doença do 

xarope do bordo. 

Através de estudos dos efeitos in vivo da administração de fenilalanina sobre 

a atividade da Na+,K+-ATPase de córtex cerebral de ratos, Wyse e colaboradores 

(1995) demonstraram que na hiperfenilalaninemia experimental produzida pela 

administração crônica de fenilalanina ocorre uma diminuição significativa na 

atividade específica da Na+,K+-ATPase. 

Posteriormente, Wyse e colaboradores (1998) mostraram que, tanto a 

administração crônica de ácido propiônico, como a presença desse ácido no meio de 

incubação, inibem a atividade da Na+,K+-ATPase em córtex cerebral de ratos. 

 

 

Figura I.3 Transporte transmembrana de íons realizado pela enzima Na+,K+-

ATPase. (Adaptado de ALBERTS et al., 2002). 
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II OBJETIVOS 

Este trabalho tem por objetivo avaliar os efeitos in vitro de algumas 

quinureninas, tais como a L-quinurenina (QUI), o ácido quinurênico (AK), a 3-

hidroxiquinurenina (3HQ), o ácido 3-hidroxi-antranílico (3HA), o ácido antranílico 

(AA) e o ácido quinolínico (AQ), sobre parâmetros importantes do metabolismo 

energético em córtex cerebral de ratos jovens, já que as concentrações de algumas 

dessas substâncias se encontram alteradas em várias doenças neurodegenerativas 

em que foi demonstrada disfunção mitocondrial.  

 

II. 1 Objetivos específicos 

• Avaliar o efeito de QUI, AK, 3HQ, 3HA, AA e AQ sobre a captação de glicose 

em fatias de córtex cerebral de ratos jovens. 

• Avaliar o efeito de QUI, AK, 3HQ, 3HA, AA e AQ sobre a produção de CO2 a 

partir de D-[U-14C] glicose, ácido [1-14C]acético e ácido [1,5-14C]cítrico em 

homogeneizados de córtex cerebral de ratos jovens. 

• Avaliar o efeito de QUI, AK, 3HQ, 3HA, AA e AQ sobre a atividade do 

complexo I da cadeia respiratória em mitocôndrias isoladas de córtex cerebral 

de ratos jovens. 

• Avaliar o efeito de QUI, AK, 3HQ, 3HA, AA e AQ sobre a atividade dos 

complexos enzimáticos I-III, II, II-III e IV da cadeia respiratória e da enzima 

sucinato desidrogenase em homogeneizados de córtex cerebral de ratos 

jovens. 

• Avaliar o efeito de QUI, AK, 3HQ, 3HA, AA e AQ sobre a atividade da Na+,K+-

ATPase em membranas sinápticas isoladas de córtex cerebral de ratos 

jovens. 
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III MATERIAL E MÉTODOS 

 

III. 1 Reagentes 

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

pró-análise (PA). 

Os metabólitos L-quinurenina (QUI), ácido quinurênico (AK), 3-

hidroxiquinurenina (3HQ), ácido 3-hidroxi-antranílico (3HA), ácido antranílico (AA) e 

ácido quinolínico (AQ) foram sempre dissolvidos e diluídos na solução tampão 

específica de cada técnica no dia da realização dos ensaios. 

 

III. 1. 1 Reagentes utilizados  

• 1,4-bis[2-(5-fenil-oxazolil)]benzeno (POPOP) – Sigma  

• 2,6-Dicloroindofenol (DCIP) – Sigma 

• 2-difenil-oxazol (PPO) – Sigma   

• 3-Hidroxiquinurenina – Sigma  

• Ácido [1,5-14C]cítrico – Amersham 

• Ácido [1-14C]acético – Amersham  

• Ácido 3-[N-morfolino]propano-sulfônico (MOPS) – Sigma  

• Ácido 3-hidroxi-antranílico – Sigma  

• Ácido antranílico – Sigma  

• Ácido cítrico – Merck  

• Ácido clorídrico – Merck  

• Ácido etileno-diamino-tetra-acético (EDTA) – Sigma  

• Ácido etilenoglicol-bis(2-amino-etil-éter)-N,N,N’,N’-tetra-acético (EGTA) – 

Sigma  
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• Ácido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-etano sulfônico (HEPES) – Sigma  

• Ácido orto-fosfórico – Merck  

• Ácido quinolínico – Sigma  

• Ácido quinurênico – Sigma  

• Ácido tricloroacético (TCA) – Reagen  

• Adenosina-5’-trifosfato (ATP) – Sigma  

• Albumina bovina – Sigma  

• Álcool etílico absoluto – Nuclear  

• Álcool polivinílico – Vetec  

• Azida sódica – Sigma  

• Bicarbonato de potássio – Reagen  

• Bicarbonato de sódio – Merck  

• Borohidrato de sódio – Sigma  

• Carbonato de sódio – Merck 

• Cianeto de potássio – Merck  

• Citocromo c – Sigma  

• Cloreto de cálcio di-hidratado – Sigma  

• Cloreto de magnésio hexa-hidratado – Sigma  

• Cloreto de potássio – Synth  

• Cloreto de sódio – Sigma   

• Coomasie Brilhante Blue G – Sigma  

• D-[U-14C] glicose – Amersham  

• D-Glicose – Sigma  

• Ferricianeto de potássio – Vetec  

• Folin Ciocalteau – JLC   
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• Fosfato de potássio dibásico – Reagen  

• Fosfato de potássio monobásico – Merck  

• Heparina 5000 UI/mL – Cristália  

• Hidróxido de benzetônio (hiamina) solução – Sigma  

• Hidróxido de sódio – Vetec  

• Kit Glicose PAP Liquiform – Labtest Diagnóstica 

• Líquido de cintilação Optiphase Hi Safe 3 – Wallac  

• L-Quinurenina – Sigma  

• Metassulfato de fenazina (PMS) – Sigma  

• Mistura carbogênica CO2:O2 (5:95 %) – White Martins 

• Molibdato de amônio – Vetec  

• N-Dodecil β-D-maltosídeo (lauril-maltosídeo) – Sigma  

• Nicotinamida adenina dinucleotídeo reduzido (β-NADH) – Sigma  

• Ouabaína – ICN  

• Rotenona – Sigma  

• Sacarose – Reagen  

• Sucinato de sódio hexa-hidratado – Sigma  

• Sulfato cúprico – Baker  

• Sulfato de magnésio hepta-hidratado – Reagen  

• Tartarato de sódio e potássio – Orion  

• t-Octilfenoxipolietoxietanol (triton X-100) – Sigma  

• Tolueno – Nuclear  

• Trisma base – Sigma  

• Verde malaquita – Sigma  
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III. 2 Equipamentos e outros materiais 

• Agitador de tubos Thermolyne modelo Maxi Mix Plus 

• Agitador magnético Fisaton modelo 1005  

• Balança Acculab modelo V-200  

• Balança analítica digital Sartorius Basic 

• Balança digital Kern modelo 430-21  

• Banho metabólico Dubnoff 

• Banho-maria Biomatic modelo 1052  

• Centrífuga Du Pont modelo Sorvall RC 5B Plus  

• Centrífuga Eppendorf modelo 5403  

• Contador de cintilação líquida Wallac modelo 1409 

• Deionizador 

• Destilador 

• Espectrofotômetro Hitachi modelo U-2001 com leitura cinética e controle de 

temperatura 

• Fatiador de tecido McIlwain 

• Freezer -20°C Prosdóscimo modelo H5 

• Freezer -70°C Scien Temp 

• Guilhotina 

• Homogeneizador elétrico B. Braun Biotech International modelo Potter S 

• Máquina de gelo Everest 

• Material cirúrgico: tesouras, bisturis e espátulas 

• Micropipetas de volume regulável Gilson 

• Potenciômetro modelo Tec-2 (Tecnal). 

• Refrigerador Brastemp 
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• Tubos plásticos Eppendorf 

• Ultracentrífuga Hitachi modelo Himac CP 70 MX 

• Vidraria: provetas, pipetas graduadas, potter de vidro, balões volumétricos, 

pacas de Petri, pipetas Pasteur, tubos de ensaio, béqueres, cubetas, vials, 

poços de vidro, frascos 

 

III. 3 Animais 

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

fornecidos pelo Biotério do Departamento de Bioquímica, ICBS, UFRGS. Os ratos 

foram mantidos em ciclos de claro-escuro de ±12 horas a uma temperatura de 

24±1°C. Os animais tinham livre acesso à água e ao alimento (ração Supra ou 

Purina, São Leopoldo, RS). 

 

III. 4 Captação de glicose por fatias de córtex cerebral de ratos jovens 

 A captação de glicose por fatias de córtex cerebral foi determinada na 

presença de 0,1, 1, 10 ou 100 µM de L-quinurenina (QUI), ácido quinurênico (AK), 3-

hidroxiquinurenina (3HQ), ácido 3-hidroxi-antranílico (3HA), ácido antranílico (AA) ou 

ácido quinolínico (AQ). Os controles não continham nenhum dos metabólitos. Esses 

compostos foram dissolvidos e diluídos na solução tampão específica para a técnica, 

e os experimentos foram realizados em duplicata. 

 

III.4.1 Preparação do tecido 

 Os animais foram sacrificados por decapitação sem anestesia. O cérebro foi 

rapidamente removido e dissecado sobre placa de Petri em gelo para a obtenção do 

córtex cerebral, de onde todo o sangue visível foi removido com auxílio de um papel 
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filtro. O córtex cerebral foi então pesado e cortado em fatias de aproximadamente 

400 µm de espessura utilizando-se um fatiador Mcllwain.  

 

III.4.2 Captação de glicose 

 Fatias de córtex cerebral foram pesadas (aproximadamente 50 mg) e 

colocadas em frascos contendo tampão Krebs-Ringer bicarbonato, pH 7,4. 

Os frascos foram pré-incubados em um banho metabólico a 35º C por 15 

minutos (90 oscilações por minuto). Após a pré-incubação, adicionou-se glicose ao 

meio de incubação para uma concentração final de 5 mM. Foi, então, retirada uma 

alíquota de 20 µL deste meio, na qual foi determinada a quantidade de glicose 

presente pelo método da glicose oxidase, utilizando-se o kit comercial Glicose PAP 

Liquiform Labtest. Os tubos foram, então, incubados sob uma atmosfera de O2/CO2 

(95:5) por 60 minutos. Após essa incubação, foi retirada uma nova alíquota de 20 

µL, na qual novamente foi determinada a quantidade de glicose. A captação de 

glicose pelo tecido foi obtida pela diferença entre a concentração de glicose no início 

e no final da incubação. A captação de glicose foi expressa em percentagem do 

controle. 

 

III. 5 Produção de CO2 por homogeneizados de córtex cerebral de ratos  

jovens 

A produção de CO2 por homogeneizados de córtex cerebral foi determinada a 

partir de três diferentes substratos no meio de incubação que continha: 

• D-[U-14C]glicose (0,055 µCi), na presença de 5 mM de D-glicose 

• ácido [1-14C]acético (0,055 µCi), na presença de 1 mM de ácido acético 

• ácido [1,5-14C]cítrico (0,23 µCi), na presença de 1 mM de ácido cítrico 



 54

Os tubos testes continham 0,1, 1, 10 ou 100 µM de L-quinurenina (QUI), ácido 

quinurênico (AK), 3-hidroxiquinurenina (3HQ), ácido 3-hidroxi-antranílico (3HA), 

ácido antranílico (AA) ou ácido quinolínico (AQ). Os controles não continham 

nenhuma das substâncias citadas acima. 

 

III. 5.1 Preparação do tecido 

 Os animais foram sacrificados por decapitação sem anestesia. O cérebro foi 

rapidamente removido e dissecado sobre placa de Petri em gelo para a obtenção do 

córtex cerebral, de onde todo o sangue visível foi removido com auxílio de um papel 

filtro. O córtex cerebral foi então pesado e homogeneizado na proporção de 1:10 em 

solução tampão Krebs-Ringer bicarbonato pH 7,4, previamente aerada com mistura 

carbogênica durante aproximadamente 10 minutos.  

III. 5. 2 Captação de CO2 

Um volume de 450 µL de homogeneizado, contendo aproximadamente 45 mg 

de córtex cerebral, foi pré-incubado na presença de 1,4 mM de lauril-maltosídeo 

durante 15 minutos a 35°C em banho metabólico com agitação. Após, foram 

acrescentados ao meio de incubação os substratos marcados e os metabólitos a 

serem testados. Os frascos foram fechados com tampas de borracha contendo 

poços de vidro com papel filtro dobrado em forma de “W”, vedados com parafilme e 

devolvidos ao banho. Transcorrida 1 hora de incubação, a reação foi interrompida 

pela adição de 200 µL de TCA 50% ao homogeneizado. Foram adicionados então 

100 µL de hiamina ou hidróxido de sódio 2 M dentro dos poços. Os frascos foram 

devolvidos ao banho por 30 minutos para que o CO2 pudesse ser incorporado ao 

papel filtro impregnado por hiamina ou NaOH. Terminado este procedimento, o 

papel filtro embebido em hiamina ou NaOH 2 M foi retirado com o auxílio de uma 
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pinça e de uma micropipeta, sendo transferido para vials de plástico. Em cada vial 

foram adicionados 1,5 mL de líquido de cintilação PPO/POPOP/triton/etanol/tolueno 

(2,678 g/ 0,179 g/325 µL/ 107 µL / tolueno q.s.p 500 mL) quando da adição de 

hiamina nos poços, ou de líquido de cintilação Opti Phase “Hi Safe” 3 quando da 

adição de NaOH 2 M. Posteriormente, os vials foram agitados e a radioatividade 

incorporada ao CO2 foi determinada em contador de cintilação líquida. A produção 

de CO2 foi expressa em percentagem do controle. 

 

III. 6 Determinação da atividade dos complexos da cadeia respiratória em 

córtex cerebral de ratos jovens 

III. 6.1 Determinação da atividade do complexo I da cadeia respiratória (NADH 

desidrogenase) em mitocôndrias isoladas de córtex cerebral de ratos jovens 

 A atividade do complexo I da cadeia respiratória foi determinada de acordo 

com o método de Cassina e Radi (1996) na presença de 0,1, 1, 10 ou 100 µM de L-

quinurenina (QUI), ácido quinurênico (AK), 3-hidroxiquinurenina (3HQ), ácido 3-

hidroxi-antranílico (3HA), ácido antranílico (AA) ou ácido quinolínico (AQ). Os 

controles não continham nenhum dos metabólitos. Os compostos foram dissolvidos 

e diluídos na solução tampão específica para a técnica, e os experimentos foram 

realizados em duplicata. 

 

III. 6. 1. 1 Preparação mitocondrial 

 Os animais foram sacrificados por decapitação sem anestesia. O cérebro foi 

rapidamente removido e dissecado sobre placa de Petri em gelo para a obtenção do 

córtex cerebral, de onde todo o sangue visível foi removido com auxílio de um papel 

filtro. O córtex cerebral foi então pesado e homogeneizado na proporção de 1:10 
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(p/v) em solução tampão contendo 0,3 M de sacarose, 5 mM MOPS, 5 mM de 

fosfato de potássio, 1 mM de EGTA e 0,1 % de albumina bovina, pH 7,4. O 

homogeneizado foi centrifugado a 1500 x g, e as mitocôndrias foram isoladas do 

sobrenadante por uma segunda centrifugação a 10000 x g. O sedimento contendo 

as mitocôndrias foi, então, suspenso no tampão citado acima, em uma concentração 

final de proteína de aproximadamente 25-35 mg/mL. Essas mitocôndrias foram 

armazenadas a -70º C por no máximo 7 dias até a determinação da atividade 

enzimática. 

                                                                      . 

III. 6. 1. 2 Determinação da quantidade de proteína 

O conteúdo protéico foi determinado pelo método de LOWRY et al. (1951), 

utilizando-se albumina bovina como padrão. 

  

III. 6. 1. 3 Determinação da atividade do complexo I da cadeia respiratória 

 O meio de reação foi feito em tampão fosfato de potássio 100 mM, pH 7,4, 

contendo ferricianeto de potássio 0,5 mM, rotenona 5 µM e 0,1 mg/mL de proteína 

(preparação mitocondrial). A reação foi iniciada pela adição de NADH a uma 

concentração final de 200 µM. A redução do ferricianeto a 420 nm e 37º C foi 

acompanhada na presença ou na ausência dos compostos a serem testados 

durante 3 minutos. A atividade foi expressa em mmol de ferricianeto 

reduzido/min/mg proteína. 
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III. 6. 2 Determinação das atividades dos complexos I-III, II, II-III e IV  da cadeia 

respiratória e da enzima  sucinato desidrogenase em homogeneizados de 

córtex cerebral de ratos jovens 

A atividade dos complexos da cadeia respiratória foi determinada na presença 

de 0,1, 1, 10 ou 100 µM de L-quinurenina (QUI), ácido quinurênico (AK), 3-

hidroxiquinurenina (3HQ), ácido 3-hidroxi-antranílico (3HA), ácido antranílico (AA) ou 

ácido quinolínico (AQ). Os controles não continham nenhum dos metabólitos. Os 

compostos foram dissolvidos e diluídos na solução tampão específica para a técnica, 

e os experimentos foram realizados em duplicata. 

 

III. 6. 2. 1 Preparação do tecido 

Os animais foram sacrificados por decapitação sem anestesia. O cérebro foi 

rapidamente removido e dissecado sobre placa de Petri em gelo para a obtenção do 

córtex cerebral, de onde todo o sangue visível foi removido com auxílio de um papel 

filtro. O córtex cerebral foi então pesado e homogeneizado 1:20 (p/v) em tampão 

SETH (sacarose 250 mM, EDTA 2 mM, Trisma base 10 mM e heparina dissolvidos 

em água destilada e deionizada q.s.p 50 mL) pH 7,4. Os homogeneizados foram 

centrifugados a 800 x g por 10 minutos e os sobrenadantes separados em alíquotas 

de 300 µL e mantidos a -70°C por um período máximo de um mês até o momento 

das determinações enzimáticas. 

No momento das determinações, as amostras foram congeladas e 

descongeladas por duas vezes consecutivas para a determinação dos complexos II, 

II-III e I-III. 
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III. 6. 2. 2 Determinação da quantidade de proteína 

O conteúdo protéico foi determinado pelo método de LOWRY et al. (1951), 

utilizando-se albumina bovina como padrão. 

 

III. 6. 2. 3 Determinação da atividade do complexo I-III (NADH: citocromo c 

oxirredutase) 

Ao meio de incubação contendo tampão fosfato de potássio 20 mM pH 8, 

cianeto de potássio 2 mM, EDTA 10 µM, citocromo c 50 µM, foram adicionados 10 a 

25 µg de proteína do homogeneizado e 25 µM de NADH, iniciando a reação. A 

redução do citocromo c a 550 nm e 25°C foi registrada na presença e na ausência 

dos compostos por 3 minutos, após os quais foram adicionados 10 µM de rotenona. 

As absorvâncias foram registradas por mais 3 minutos. A diferença entre os dois 

momentos de leitura correspondeu à atividade da NADH: citocromo c oxirredutase 

sensível à rotenona (SCHAPIRA et al., 1990). A atividade foi expressa em nmol de 

citocromo c reduzido/min/mg de proteína. 

III. 6. 2. 4 Determinação da atividade do complexo II (sucinato: DCIP 

oxirredutase) e sucinato desidrogenase (SDH) 

As atividades enzimáticas do complexo II e da SDH foram determinadas de 

acordo com FISCHER et al. (1985). Ao meio de incubação contendo tampão fosfato 

de potássio (K2HPO4/KH2PO4) 62,5 mM pH 7,4, sucinato de sódio 1 mM, 

dicloroindofenol (DCIP) 9 µM, foi adicionada amostra contendo cerca de 80 a 140 µg 

de proteína. Tubos testes e controles foram incubados durante 20 minutos, 

protegidos da luz, a 30°C em banho-maria. Após a incubação, foram adicionados 

azida sódica 4,3 mM, rotenona 7 µM e DCIP 42 µM.  
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A redução do DCIP foi determinada em 600 nm de comprimento de onda e 

25°C durante 5 minutos para a medida da atividade global do complexo II. 

Transcorridos os primeiros 5 minutos, foi adicionado metassulfato de fenazina (PMS) 

1mM para a determinação da atividade da SDH, também pela redução do DCIP, por 

mais 5 minutos. Ambas as atividades foram expressas em nmol de DCIP 

reduzido/min/mg de proteína.  

 

III. 6. 2. 5 Determinação da atividade do complexo II-III (sucinato: citocromo c 

oxirredutase) 

Ao meio de reação constituído de tampão fosfato de potássio 40 mM pH 7,4, 

sucinato de sódio 1 mM foi adicionada amostra contendo 40 a 80 µg de proteína. 

Tubos testes e controles foram incubados por 30 minutos a 30°C. Em seguida, foram 

adicionados 4 mM de azida sódica e 7 µM de rotenona e a reação foi iniciada pela 

adição de 0,6 µg/mL de citocromo c. A redução do citocromo c foi registrada em 550 

nm de comprimento de onda a 25°C durante 5 minutos (FISCHER et al.,1985). A 

atividade foi expressa em nmol de citocromo c reduzido/min/mg de proteína. 

III. 6. 2. 6 Determinação da atividade do complexo IV (citocromo c oxidase) 

A atividade da citocromo c oxidase (COX) foi medida pelo método de Rustin 

et al. (1994). A oxidação do citocromo c, previamente reduzido com borohidrato de 

sódio, foi registrada a 25°C em 550 nm de comprimento de onda durante 10 min, na 

presença e na ausência das substâncias a serem testadas. O meio de incubação 

continha tampão fosfato de potássio 10 mM pH 7, lauril-maltosídeo 0,6 mM e 

amostra com 2 a 4 µg de proteína. A reação foi iniciada com a adição de 0,7 µg de 

citocromo c reduzido. A atividade foi expressa em nmol de citocromo c 

oxidado/min/mg de proteína. 
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III. 7 Determinação da atividade da Na+,K+-ATPase em membranas plasmáticas 

sinápticas de córtex cerebral de ratos jovens 

A atividade da Na+,K+-ATPase foi determinada na presença de 0,1, 1, 10 ou 

100 µM de L-quinurenina (QUI), ácido quinurênico (AK), 3-hidroxiquinurenina (3HQ), 

ácido 3-hidroxi-antranílico (3HA), ácido antranílico (AA) ou ácido quinolínico (AQ). 

Os controles não continham nenhum dos metabólitos. Os compostos foram 

dissolvidos e diluídos na solução tampão específica para a técnica, e os 

experimentos foram realizados em duplicata. 

 

III. 7. 1 Preparação de membranas plasmáticas sinápticas 

As membranas foram preparadas de acordo com o método de Jones e Matus 

(1974). Os animais foram sacrificados por decapitação sem anestesia.  O cérebro foi 

rapidamente removido e dissecado sobre placa de Petri em gelo para a obtenção do 

córtex cerebral, de onde todo o sangue visível foi removido com auxílio de um papel 

filtro. O córtex cerebral foi então pesado e homogeneizado em 10 volumes de uma 

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

homogeneizado foi centrifugado a 1000 x g por 10 minutos a 4°C. A solução 

sobrenadante foi separada e novamente centrifugada a 12000 x g por 20 minutos a 

4°C. O sedimento resultante foi suspenso em uma solução hipotônica de Tris-HCl 5 

mM pH 8,1, sendo mantido em gelo durante 30 minutos para que ocorresse a lise 

dos sinaptossomas. Sobre este lisado foi montado um gradiente descontínuo de 

sacarose constituído de três camadas de diferentes concentrações (48, 28,5 e 10%). 

Este gradiente, contendo a amostra misturada à fração mais densa de sacarose 

(48%), foi centrifugado a 69000 x g por 2 horas a 4°C. Conforme Jones e Matus 

(1974), após esta centrifugação, a fração de menor concentração (sacarose 10%) é 
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composta basicamente por mielina; a fração intermediária é constituída 

principalmente por membranas plasmáticas sinápticas (situadas na interface das 

soluções 28,5 e 48%) e a última fração (sedimento), composta por mitocôndrias. 

Com o auxílio de uma pipeta Pasteur, a fração intermediária foi aspirada e suspensa 

em tampão Tris-HCl 5 mM pH 8,1, sendo centrifugada a 37000 x g durante 20 

minutos a 4°C, para remoção da sacarose residual. O sedimento, contendo as 

membranas plasmáticas sinápticas purificadas, foi suspenso no tampão 

anteriormente citado de modo a obter-se uma concentração final de proteínas entre 

0,15 e 0,25 mg/mL. As amostras foram então separadas em alíquotas e 

armazenadas a -70°C até o momento da determinação enzimática. 

III. 7. 2 Determinação da quantidade de proteína 

A concentração de proteínas das amostras foi determinada pelo método de 

Bradford (1976), utilizando-se albumina sérica bovina como padrão. 

 

III. 7. 3 Determinação da atividade enzimática 

A atividade da Na+,K+-ATPase foi medida conforme o método de Tsakiris e 

Deliconstantinus (1984). O meio de reação continha cloreto de magnésio 5 mM, 

cloreto de sódio 80 mM, cloreto de potássio 20 mM, Tris-HCl 40 mM pH 7,4 em um 

volume final de 200 µL. A atividade de outras ATPases foi medida na presença de 

ouabaína 1 mM (inibidor específico da Na+,K+-ATPase). A atividade da Na+,K+-

ATPase foi então calculada como sendo o resultante da diferença entre a atividade 

obtida pelas ATPases no meio sem ouabaína e a atividade das ATPases do meio 

contendo ouabaína. As amostras de membranas sinápticas foram adicionadas ao 

meio em um volume de 10 µL (0,015 - 0,03 µg de proteína) e pré-incubadas na 

presença ou ausência das substâncias a serem testadas a 37°C durante 10 minutos. 
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A reação foi iniciada pela adição de ATP 3 mM e o término, após 5 minutos de 

incubação a 37°C, ocorreu pela adição de 200 µL de TCA 10%. O fosfato inorgânico 

(Pi) liberado durante a incubação foi medido pelo método de Chan, Delfert e Junger 

(1986). A atividade enzimática foi expressa em nmol de Pi liberado/min/mg de 

proteína. 

 

III. 8 Análise estatística 

Os resultados foram expressos por média ± erro padrão da média e 

analisados usando o programa SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) 

versão 11.0 em um computador PC compatível. Os testes estatísticos utilizados 

foram análise de variância de uma via (ANOVA) seguida do teste de múltipla 

amplitude de Duncan quando o valor de F foi significativo, o teste t de Student para 

amostras pareadas e regressão linear. Um p<0,05 foi considerado significativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 63

IV RESULTADOS 

 

IV. 1 Efeito in vitro da L-quinurenina sobre alguns parâmetros do metabolismo 

energético em córtex cerebral de ratos jovens. 

 

IV. 1. 1 Efeito in vitro da L-quinurenina (QUI) sobre a captação de glicose em 

fatias de córtex cerebral de ratos jovens. 

A figura IV.1 mostra que a L-quinurenina, nas concentrações de 0,1 a 100 µM, 

não exerceu nenhum efeito significativo sobre a captação de glicose em fatias de 

córtex cerebral de ratos jovens [F(4,25)=0,239; p>0,05]. 

 

IV.1. 2 Efeito in vitro da L-quinurenina (QUI) sobre a produção de CO2 a partir 

de glicose e acetato em homogeneizados de córtex cerebral de ratos jovens. 

As figuras IV.2 e IV.3 mostram que a QUI não exerceu qualquer efeito 

significativo sobre a produção de CO2 a partir de glicose [F(4,24)=1,86; p>0,05] e 

acetato  [F(4,25)=0,69; p>0,05], respectivamente. No entanto, pode-se observar uma 

tendência à diminuição na produção de CO2 a partir de glicose (aproximadamente 

25%) quando foram utilizadas doses a partir de 1 µM de L-quinurenina. 
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Figura IV.1. Efeito in vitro da L-quinurenina (QUI) sobre a captação de glicose 

em fatias de córtex cerebral de ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=6) e estão expressos como 

percentagem dos controles (média dos controles: 469,5 ± 17,83 µmol de glicose/h/g 

tecido). Não houve diferença significativa entre as médias dos vários grupos 

(ANOVA). 
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Figura IV.2 Efeito in vitro da L-quinurenina (QUI) sobre a produção de CO2 a 

partir de glicose em homogeneizados de córtex cerebral de ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=5-6). Os dados estão 

expressos em percentagem do controle (média dos controles: 3098 ± 208,2 nmol de 

glicose convertidos a CO2/h/g de tecido). Não houve diferença significativa entre as 

médias dos vários grupos (ANOVA). 
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Figura IV.3 Efeito in vitro da L-quinurenina (QUI) sobre a produção de CO2 a 

partir de acetato em homogeneizados de córtex cerebral de ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=6). Os dados estão 

expressos em percentagem do controle (média dos controles: 3314,7 ± 300,02 nmol 

de acetato convertidos a CO2/h/g de tecido). Não houve diferença significativa entre 

as médias dos vários grupos (ANOVA). 
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IV. 1. 3 Efeito in vitro da L-quinurenina sobre a atividade dos complexos da 

cadeia respiratória em córtex cerebral de ratos jovens. 

 

IV. 1. 3. 1 Efeito in vitro da L-quinurenina (QUI) sobre a atividade do complexo I 

da cadeia respiratória em mitocôndrias isoladas de córtex cerebral de ratos 

jovens. 

Para se avaliar o efeito da L-quinurenina sobre a atividade do complexo I da 

cadeia respiratória foram utilizadas preparações mitocondriais purificadas de córtex 

cerebral de ratos jovens. 

A figura IV.4 mostra que a QUI não exerceu qualquer efeito significativo sobre 

a atividade do complexo I da cadeia respiratória em mitocôndrias isoladas de córtex 

cerebral de ratos jovens [t(4)=4,707; p>0,05]. 

 

IV. 1. 3. 2 Efeito in vitro da L-quinurenina (QUI) sobre as atividades dos 

complexos I-III, II, II-III e IV da cadeia respiratória e da enzima sucinato 

desidrogenase em homogeneizado de córtex cerebral de ratos jovens. 

Para se avaliar o efeito da L-quinurenina sobre a atividade dos complexos I-

III, II, II-III e IV da cadeia respiratória e da enzima sucinato desidrogenase foram 

utilizados homogeneizados de córtex cerebral de ratos jovens. 

A QUI não exerceu qualquer efeito significativo sobre as atividades dos 

complexos I-III [F(4,20)=2,169; p>0,05] (figura IV.5), II  [F(4,25)=1,335; p>0,05] 

(figura IV.6), II-III  [F(4,25)=1,260; p>0,05] (figura IV.7) e IV [t(5)=1,006; p>0,05] 

(figura IV.8) da cadeia respiratória, bem como sobre a atividade da enzima sucinato 

desidrogenase [F(4,25)=0,742; p>0,05] (figura IV.9) em homogeneizado de córtex 
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cerebral de ratos jovens. No entanto, pode-se observar uma tendência à diminuição 

na atividade do complexo II e da SDH na presença de L-quinurenina. 
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Figura IV.4 Efeito in vitro da L-quinurenina (QUI) sobre a atividade do complexo 

I da cadeia respiratória em mitocôndrias isoladas de córtex cerebral de ratos 

jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=6). Os dados estão 

expressos em mmol de ferricianeto reduzido/min/mg de proteína. Os resultados 

foram analisados pelo teste t de Student para amostras pareadas. Não houve 

diferença significativa entre os grupos. 
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Figura IV.5 Efeito in vitro da L-quinurenina (QUI) sobre a atividade do complexo 

I-III da cadeia respiratória em homogeneizados de córtex cerebral de ratos 

jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=5). Os dados estão 

expressos em nmol de citocromo c reduzido/min/mg proteína. Os resultados foram 

analisados por análise de variância de uma via (ANOVA). Não houve diferença 

significativa entre os grupos. 
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Figura IV.6 Efeito in vitro da L-quinurenina (QUI) sobre a atividade do complexo 

II da cadeia respiratória em homogeneizados de córtex cerebral de ratos 

jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=6). Os dados estão 

expressos em nmol de DCIP reduzido/min/mg de proteína. Os resultados foram 

analisados por análise de variância de uma via (ANOVA). Não houve diferença 

significativa entre os grupos. 
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Figura IV.7 Efeito in vitro da L-quinurenina (QUI) sobre a atividade do complexo 

II-III da cadeia respiratória em homogeneizados de córtex cerebral de ratos 

jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=6). Os dados estão 

expressos em nmol de citocromo c reduzido/min/mg de proteína. Os resultados 

foram analisados por análise de variância de uma via (ANOVA). Não houve 

diferença significativa entre os grupos. 
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Figura IV.8. Efeito in vitro da L-quinurenina (QUI) sobre a atividade do 

complexo IV da cadeia respiratória em homogeneizados de córtex cerebral de 

ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=6). Os dados estão 

expressos em nmol de citocromo c oxidado/min/mg de proteína. Os resultados foram 

analisados por teste t de Student para amostras pareadas. Não houve diferença 

significativa entre os grupos. 
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Figura IV.9 Efeito in vitro da L-quinurenina (QUI) sobre a atividade da SDH em 

homogeneizados de córtex cerebral de ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=6). Os resultados estão 

expressos em nmol de DCIP reduzido/min/mg de proteína. Os resultados foram 

analisados por análise de variância de uma via (ANOVA). Não houve diferença 

significativa entre os grupos. 
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IV. 1. 4 Efeito in vitro da L-quinurenina (QUI) sobre a atividade da enzima 

Na+,K+-ATPase em membranas plasmáticas sinápticas de córtex cerebral de 

ratos jovens. 

A figura IV.10 mostra que a QUI não exerceu qualquer efeito significativo 

sobre a atividade da enzima Na+,K+-ATPase em membranas plasmáticas sinápticas 

de córtex cerebral de ratos jovens [t(3)=0,373; p>0,05].  
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Figura IV.10 Efeito in vitro da L-quinurenina (QUI) sobre a atividade da Na+,K+-

ATPase em membranas plasmáticas sinápticas de córtex cerebral de ratos 

jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=4). Os dados estão 

expressos em nmol de Pi/min/mg de proteína. Os resultados foram analisados pelo 

teste t de Student para amostras pareadas. Não houve diferença significativa entre 

os grupos. 
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IV. 2 Efeito in vitro do ácido quinurênico sobre alguns parâmetros do 

metabolismo energético em córtex cerebral de ratos jovens. 

 

IV. 2. 1 Efeito in vitro do ácido quinurênico (AK) sobre a captação de glicose 

em fatias de córtex cerebral de ratos jovens. 

A figura IV.11 mostra que o ácido quinurênico aumentou significativamente a 

captação de glicose por fatias de córtex cerebral de ratos jovens a partir da 

concentração de 10 µM [F(4,20)=3,15; p<0,05]. 

 

IV. 2. 2 Efeito in vitro do ácido quinurênico (AK) sobre a produção de CO2 a 

partir de glicose, acetato e citrato em homogeneizados de córtex cerebral de 

ratos jovens. 

A figura IV.12 mostra que o AK diminuiu significativamente a produção de CO2 

a partir de glicose [F(4,25)=22,4; p<0,001] em todas as concentrações testadas e de 

forma dose-dependente (β=-0,66; p<0,001). A figura IV.13 mostra que o AK inibiu 

significativamente a produção de CO2 a partir de acetato [F(4,20)=5,44; p<0,05] nas 

concentrações de 1 µM e superiores. Já a figura IV.14 mostra que o AK inibiu 

significativamente a produção de CO2 a partir de citrato [F(4,25)=7,06; p<0,01] nas 

concentrações de 1 µM e superiores, também de forma dose-dependente (β=-0,56; 

p<0,001). 
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Figura IV.11 Efeito in vitro do ácido quinurênico (AK) sobre a captação de 

glicose em fatias de córtex cerebral de ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=5) e estão expressos como 

percentagem dos controles (média dos controles: 345,2 ± 68,28 µmol de glicose/h/g 

tecido). A diferença entre as médias foi calculada por análise de variância de uma 

via (ANOVA) seguida pelo teste de Duncan (*p<0,05;***p<0,001 em relação ao 

controle). 
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Figura IV.12 Efeito in vitro do ácido quinurênico (AK) sobre a produção de CO2 

a partir de glicose em homogeneizados de córtex cerebral de ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=6). Os dados estão 

expressos em percentagem do controle (média dos controles: 3316,8 ± 185,36 nmol 

de glicose convertidos a CO2/h/g de tecido). A diferença entre os grupos foi 

calculada por análise de variância de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de 

Duncan (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 em relação ao controle). 
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Figura IV. 13 Efeito in vitro do ácido quinurênico (AK) sobre a produção de CO2 

a partir de acetato em homogeneizados de córtex cerebral de ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=5). Os dados estão 

expressos em percentagem do controle (média dos controles: 136,8 ± 6,74 nmol de 

acetato convertidos a CO2/h/g de tecido). A diferença entre as médias foi calculada 

por análise de variância de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de Duncan 

(**p<0,01 em relação ao controle). 
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Figura IV.14 Efeito in vitro do ácido quinurênico (AK) sobre a produção de CO2 

a partir de citrato em homogeneizados de córtex cerebral de ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=6). Os dados estão 

expressos em percentagem do controle (média dos controles: 153,1 ± 10,34 nmol de 

citrato convertidos a CO2/h/g de tecido). A diferença entre as médias foi calculada 

por análise de variância de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de Duncan 

(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 em relação ao controle). 
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IV. 2. 3 Efeito in vitro do ácido quinurênico sobre a atividade dos complexos da 

cadeia respiratória em córtex cerebral de ratos jovens. 

 

IV. 2. 3. 1 Efeito in vitro do ácido quinurênico (AK) sobre a atividade do 

complexo I da cadeia respiratória em mitocôndrias isoladas de córtex cerebral 

de ratos jovens. 

A figura IV.15 mostra que o AK não exerceu qualquer efeito significativo sobre 

a atividade do complexo I da cadeia respiratória em mitocôndrias isoladas de córtex 

cerebral de ratos jovens [t(5)= 0,505; p>0,05]. 

 

IV. 2. 3. 2 Efeito in vitro do ácido quinurênico (AK) sobre as atividades dos 

complexos I-III, II, II-III e IV da cadeia respiratória e da enzima sucinato 

desidrogenase em homogeneizado de córtex cerebral de ratos jovens. 

O AK não exerceu qualquer efeito significativo sobre as atividades dos 

complexos I-III [F(4,20)=1,846; p>0,05] (figura IV.16), II [F(4,20)=0,826; p>0,05] 

(figura IV.17), II-III  [F(4,25)=0,764; p>0,05] (figura IV.18) e IV [t(5)=1,047; p>0,05] 

(figura IV.19) da cadeia respiratória.  Por outro lado, o AK inibiu significativamente a 

atividade da enzima sucinato desidrogenase [F(4,20)=5,546; p<0,01] (figura IV.20) 

em homogeneizado de córtex cerebral de ratos jovens de forma dose-dependente 

(β=-0,63; p<0,001). 

.  
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Figura IV.15 Efeito in vitro do ácido quinurênico (AK) sobre a atividade do 

complexo I da cadeia respiratória em mitocôndrias isoladas de córtex cerebral 

de ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=6). Os dados estão 

expressos em mmol de ferricianeto reduzido/min/mg de proteína. Os resultados 

foram analisados pelo teste t de Student para amostras pareadas. Não houve 

diferença significativa entre os grupos. 
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Figura IV.16 Efeito in vitro do ácido quinurênico (AK) sobre a atividade do 

complexo I-III da cadeia respiratória em homogeneizados de córtex cerebral de 

ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=5). Os dados estão 

expressos em nmol de citocromo c reduzido/min/mg proteína. Os resultados foram 

analisados por análise de variância de uma via (ANOVA). Não houve diferença 

significativa entre os grupos. 
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Figura IV.17 Efeito in vitro do ácido quinurênico (AK) sobre a atividade do 

complexo II da cadeia respiratória em homogeneizados de córtex cerebral de 

ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=5). Os dados estão 

expressos em nmol de DCIP reduzido/min/mg de proteína. Os resultados foram 

analisados por análise de variância de uma via (ANOVA). Não houve diferença 

significativa entre os grupos. 
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Figura IV.18 Efeito in vitro do ácido quinurênico (AK) sobre a atividade do 

complexo II-III da cadeia respiratória em homogeneizados de córtex cerebral de 

ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=6). Os dados estão 

expressos em nmol de citocromo c reduzido/min/mg de proteína. Os resultados 

foram analisados por análise de variância de uma via (ANOVA). Não houve 

diferença significativa entre os grupos. 
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Figura IV.19 Efeito in vitro do ácido quinurênico (AK) sobre a atividade do 

complexo IV da cadeia respiratória em homogeneizados de córtex cerebral de 

ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=6). Os dados estão 

expressos em nmol de citocromo c oxidado/min/mg de proteína. Os resultados foram 

analisados pelo teste t de Student para amostras pareadas. Não houve diferença 

significativa entre os grupos. 
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Figura IV.20 Efeito in vitro do ácido quinurênico (AK) sobre a atividade da SDH 

em homogeneizados de córtex cerebral de ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=5). Os resultados estão 

expressos em nmol de DCIP reduzido/min/mg de proteína. Os resultados foram 

analisados por análise de variância de uma via (ANOVA) seguidos pelo teste de 

Duncan (*p<0,05; ***p<0,001).  
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IV. 2. 4 Efeito in vitro do ácido quinurênico (AK) sobre a atividade da enzima 

Na+,K+-ATPase em membranas plasmáticas sinápticas de córtex cerebral de 

ratos jovens. 

A figura IV.21 mostra que o AK não exerceu qualquer efeito significativo sobre 

a atividade da enzima Na+,K+-ATPase em membranas plasmáticas sinápticas de 

córtex cerebral de ratos jovens [t(3)=0,477; p>0,05].  
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Figura IV.21 Efeito in vitro do ácido quinurênico (AK) sobre a atividade da 

Na+,K+- ATPase em membranas plasmáticas sinápticas de córtex cerebral de 

ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=4). Os dados estão 

expressos em nmol de Pi/min/mg de proteína. Os resultados foram analisados pelo 

teste t de Student para amostras pareadas. Não houve diferença significativa entre 

os grupos. 
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IV. 3 Efeito in vitro da 3-hidroxiquinurenina sobre alguns parâmetros do 

metabolismo energético em córtex cerebral de ratos jovens. 

 

IV. 3. 1 Efeito in vitro da 3-hidroxiquinurenina (3HQ) sobre a captação de 

glicose em fatias de córtex cerebral de ratos jovens. 

A figura IV.22 mostra que a 3-hidroxiquinurenina aumentou a captação de 

glicose por fatias de córtex cerebral de ratos jovens a partir da concentração de 1 

µM [F(3,16)=3,997; p<0,05]. 

 

IV. 3. 2 Efeito in vitro da 3-hidroxiquinurenina (3HQ) sobre a produção de CO2 a 

partir de glicose, acetato e citrato em homogeneizados de córtex cerebral de 

ratos jovens. 

A figura IV.23 mostra que a 3HQ diminuiu significativamente a produção de 

CO2 a partir de glicose [F(3,20)=6,81; p<0,01] nas concentrações de 1 µM e 

superiores. A figura IV.24 mostra uma inibição da produção de CO2 a partir de 

acetato causada pela 3HQ [F(4,25)=5,74; p<0,01] a partir da concentração de 10 

µM. Já a figura IV.25 mostra que a 3HQ inibiu significativamente a produção de CO2 

a partir de citrato [F(4,20)=18,2; p<0,001] em todas as concentrações testadas. 

Observamos que a inibição da produção de CO2 a partir de citrato (até 60%) foi 

muito maior do que a partir de glicose e acetato, indicando que a inibição do ciclo do 

ácido cítrico ocorre a partir do citrato. 
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Figura IV.22 Efeito in vitro da 3-hidroxiquinurenina (3HQ) sobre a captação de 

glicose em fatias de córtex cerebral de ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=5) e estão expressos como 

percentagem dos controles (média dos controles: 376,4 ± 20,89 µmol de glicose/h/g 

tecido). A diferença entre as médias foi calculada por análise de variância de uma 

via (ANOVA) seguida pelo teste de Duncan (*p<0,05;**p<0,01 em relação ao 

controle). 
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Figura IV.23 Efeito in vitro da 3-hidroxiquinurenina (3HQ) sobre a produção de 

CO2 a partir de glicose em homogeneizados de córtex cerebral de ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=6). Os dados estão 

expressos em percentagem do controle (média dos controles: 2179 ± 166,66 nmol 

de glicose convertidos a CO2/h/g de tecido). A diferença entre os controles foi 

calculada por análise de variância de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de 

Duncan (*p<0,05; **p<0,01 em relação ao controle). 
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Figura IV.24 Efeito in vitro da 3-hidroxiquinurenina (3HQ) sobre a produção de 

CO2 a partir de acetato em homogeneizados de córtex cerebral de ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=6). Os dados estão 

expressos em percentagem do controle (média dos controles: 771,7 ± 27,92 nmol de 

acetato convertidos a CO2/h/g de tecido). A diferença entre as médias foi calculada 

por análise de variância de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de Duncan 

(*p<0,05; **p<0,01 em relação ao controle). 
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Figura IV.25 Efeito in vitro da 3-hidroxiquinurenina (3HQ) sobre a produção de 

CO2 a partir de citrato em homogeneizados de córtex cerebral de ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=6). Os dados estão 

expressos em percentagem do controle (média dos controles: 268,2 ± 20,18 nmol de 

citrato convertidos a CO2/h/g de tecido). A diferença entre as médias foi calculada 

por análise de variância de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de Duncan 

(***p<0,001 em relação ao controle). 
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IV. 3. 3 Efeito in vitro da 3-hidroxiquinurenina sobre a atividade dos complexos 

da cadeia respiratória em córtex cerebral de ratos jovens. 

 

IV. 3. 3. 1 Efeito in vitro da 3-hidroxiquinurenina (3HQ) sobre a atividade do 

complexo I da cadeia respiratória em mitocôndrias isoladas de córtex cerebral 

de ratos jovens. 

A figura IV.26 mostra que a 3HQ inibiu significativamente a atividade do 

complexo I da cadeia respiratória em mitocôndrias isoladas de córtex cerebral de 

ratos jovens [F(2,15)=18,9; p<0,001] na concentração de 100 µM. 

 

IV. 3. 3. 2 Efeito in vitro da 3-hidroxiquinurenina (3HQ) sobre as atividades dos 

complexos II e IV da cadeia respiratória e da enzima sucinato desidrogenase 

em homogeneizado de córtex cerebral de ratos jovens. 

A 3HQ inibiu significativamente as atividades dos complexos II [F(4,20)=6,68; 

p<0,01] (figura IV.27) e IV [t(5)=1,01; p<0,05] (figura IV.28) na concentração de 100 

µM, sem exercer qualquer efeito sobre a atividade da enzima sucinato 

desidrogenase [F(4,25)=1,10; p>0,05] (figura IV.29) em homogeneizado de córtex 

cerebral de ratos jovens. Os complexos I-III e II-III não puderam ser avaliados devido 

ao fato da 3HQ interferir nas dosagens enzimáticas desses complexos, doando 

elétrons ao citocromo c. 
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Figura IV.26 Efeito in vitro da 3-hidroxiquinurenina (3HQ) sobre a atividade do 

complexo I da cadeia respiratória em mitocôndrias isoladas de córtex cerebral 

de ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=6). Os dados estão 

expressos em mmol de ferricianeto reduzido/min/mg de proteína. Os resultados 

foram analisados por análise de variância de uma via (ANOVA) seguida pelo teste 

de Duncan (***p<0,001 em relação ao controle).  

 

 

 

 

 

 

 

 



 98

Controle 0.1 uM 1 uM 10 uM 100 uM
0

1

2

3

4

5

**

A
tiv

id
ad

e 
do

 c
om

pl
ex

o 
II 

(n
m

ol
 / 

m
in

 / 
m

g 
pr

ot
eí

na
)

3 HQ

*

 

Figura IV.27 Efeito in vitro da 3-hidroxiquinurenina (3HQ) sobre a atividade do 

complexo II da cadeia respiratória em homogeneizados de córtex cerebral de 

ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=5). Os dados estão 

expressos em nmol de DCIP reduzido/min/mg proteína. Os resultados foram 

analisados por análise de variância de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de 

Duncan (**p<0,01 em relação ao controle).  
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Figura IV.28 Efeito in vitro da 3-hidroxiquinurenina (3HQ) sobre a atividade do 

complexo IV da cadeia respiratória em homogeneizados de córtex cerebral de 

ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=6). Os dados estão 

expressos em nmol de citocromo c oxidado/min/mg de proteína. Os resultados foram 

analisados por análise de variância de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de 

Duncan (*p<0,05 em relação ao controle). 
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Figura IV.29 Efeito in vitro da 3-hidroxiquinurenina (3HQ) sobre a atividade da 

enzima sucinato desidrogenase em homogeneizados de córtex cerebral de 

ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=6). Os dados estão 

expressos em nmol de DCIP reduzido/min/mg de proteína. Os resultados foram 

analisados por análise de variância de uma via (ANOVA). Não houve diferença 

significativa entre os grupos. 
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IV. 3. 4 Efeito in vitro da 3-hidroxiquinurenina (3HQ) sobre a atividade da 

enzima Na+,K+-ATPase em membranas plasmáticas sinápticas de córtex 

cerebral de ratos jovens. 

A figura IV.30 mostra que a 3HQ não exerceu qualquer efeito significativo 

sobre a atividade da enzima Na+,K+-ATPase em membranas plasmáticas sinápticas 

de córtex cerebral de ratos jovens [t(3)=1,14; p>0,05].  
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Figura IV.30 Efeito in vitro da 3-hidroxiquinurenina (3HQ) sobre a atividade da 

Na+,K+- ATPase em membranas plasmáticas sinápticas de córtex cerebral de 

ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=4). Os dados estão 

expressos em nmol de Pi/min/mg de proteína. Os resultados foram analisados pelo 

teste t de Student para amostras pareadas. Não houve diferença significativa entre 

os grupos. 
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IV. 4 Efeito in vitro do ácido 3-hidroxi-antranílico sobre alguns parâmetros do 

metabolismo energético em córtex cerebral de ratos jovens. 

 

IV. 4. 1 Efeito in vitro do ácido 3-hidroxi-antranílico (3HA) sobre a captação de 

glicose em fatias de córtex cerebral de ratos jovens. 

A figura IV.31 mostra que o ácido 3-hidroxi-antranílico aumentou 

significativamente a captação de glicose por fatias de córtex cerebral de ratos jovens 

em todas as concentrações testadas [F(4,25)=5,11; p<0,01]. 

 

IV.4. 2 Efeito in vitro do ácido 3-hidroxi-antranílico (3HA) sobre a produção de 

CO2 a partir de glicose, acetato e citrato em homogeneizados de córtex 

cerebral de ratos jovens. 

A figura IV.32 mostra que o 3HA diminuiu significativamente a produção de 

CO2 a partir de glicose [F(4,25)=16,8; p<0,001] em todas as concentrações testadas 

de forma dose-dependente (β=-0,679; p<0,001). A figura IV.33 mostra a inibição da 

produção de CO2 a partir de acetato causada pelo 3HA [F(4,25)=4,62; p<0,01] nas 

concentrações de 1 µM e superiores. Já a figura IV.34 mostra que o 3HA inibiu 

significativamente a produção de CO2 a partir de citrato [F(4,25)=7,17; p<0,01] nas 

concentrações de 10 µM e superiores. Observamos que a inibição da produção de 

CO2 a partir de citrato (até 60%) foi muito maior do que a partir de glicose e acetato, 

indicando que a inibição do ciclo do ácido cítrico ocorre a partir do citrato. 
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Figura IV.31 Efeito in vitro do ácido 3-hidroxi-antranílico (3HA) sobre a 

captação de glicose em fatias de córtex cerebral de ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=6) e estão expressos como 

percentagem dos controles (média dos controles: 274,5 ± 13,59 µmol de glicose/h/g 

tecido). A diferença entre as médias foi calculada por análise de variância de uma 

via (ANOVA) seguida pelo teste de Duncan (*p<0,05;**p<0,01 em relação ao 

controle). 
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Figura IV.32 Efeito in vitro do ácido 3-hidroxi-antranílico (3HA) sobre a 

produção de CO2 a partir de glicose em homogeneizados de córtex cerebral de 

ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=6). Os dados estão 

expressos em percentagem do controle (média dos controles: 2599 ± 131,76 nmol 

de glicose convertidos a CO2/h/g de tecido). A diferença entre os grupos foi 

calculada por análise de variância de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de 

Duncan (*p<0,05; ***p<0,001 em relação ao controle). 
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Figura IV.33 Efeito in vitro do ácido 3-hidroxi-antranílico (3HA) sobre a 

produção de CO2 a partir de acetato em homogeneizados de córtex cerebral de 

ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=6). Os dados estão 

expressos em percentagem do controle (média dos controles: 237,3 ± 24,55 nmol de 

acetato convertidos a CO2/h/g de tecido). A diferença entre as médias foi calculada 

por análise de variância de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de Duncan 

(*p<0,05; **p<0,01em relação ao controle). 
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Figura IV.34 Efeito in vitro do ácido 3-hidroxi-antranílico (3HA) sobre a 

produção de CO2 a partir de citrato em homogeneizados de córtex cerebral de 

ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=5-6). Os dados estão 

expressos em percentagem do controle (média dos controles: 196,9 nmol de citrato 

convertidos a CO2/h/g de tecido). A diferença entre as médias foi calculada por 

análise de variância de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de Duncan (***p<0,001 

em relação ao controle). 
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IV. 4. 3 Efeito in vitro do ácido 3-hidroxi-antranílico sobre a atividade dos 

complexos da cadeia respiratória em córtex cerebral de ratos jovens. 

 

IV. 4. 3. 1 Efeito in vitro do ácido 3-hidroxi-antranílico (3HA) sobre a atividade 

do complexo I da cadeia respiratória em mitocôndrias isoladas de córtex 

cerebral de ratos jovens. 

A figura IV.35 mostra que o 3HA inibiu significativamente a atividade do 

complexo I da cadeia respiratória em mitocôndrias isoladas de córtex cerebral de 

ratos jovens [F(2,15)=150,05; p<0,001] na concentração de 100 µM. 

 

IV. 4. 3. 2 Efeito in vitro do ácido 3-hidroxi-antranílico (3HA) sobre as atividades dos 

complexos II e IV da cadeia respiratória e da enzima sucinato desidrogenase em 

homogeneizado de córtex cerebral de ratos jovens. 

O 3HA inibiu significativamente a atividade do complexo II [t(4,25)=3,19; p<0,05] 

(figura IV.36) em todas as concentrações testadas, sem exercer efeito significativo 

sobre o complexo IV [t(5)=2,28; p>0,05] (figura IV.37). O 3HA também inibiu a 

atividade da enzima sucinato desidrogenase [F(4,25)=7,36; p<0,001] (figura IV.38) 

em homogeneizado de córtex cerebral de ratos jovens. Podemos observar, no 

entanto, uma tendência à inibição do complexo IV na presença de 100 µM de 3HA. 

Os complexos I-III e II-III não puderam ser avaliados devido ao fato de o 3HA 

interferir no método de dosagem da atividade desses complexos, doando elétrons ao 

citocromo c. 
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Figura IV.35 Efeito in vitro do ácido 3-hidroxi-antranílico (3HA) sobre a 

atividade do complexo I da cadeia respiratória em mitocôndrias isoladas de 

córtex cerebral de ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=6). Os dados estão 

expressos em mmol de ferricianeto reduzido/min/mg de proteína. Os resultados 

foram analisados por análise de variância de uma via (ANOVA) seguida pelo teste 

de Duncan (***p<0,001 em relação ao controle).  
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Figura IV.36 Efeito in vitro do ácido 3-hidroxi-antranílico (3HA) sobre a 

atividade do complexo II da cadeia respiratória em homogeneizados de córtex 

cerebral de ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=6). Os dados estão 

expressos em nmol de DCIP reduzido/min/mg proteína. Os resultados foram 

analisados por análise de variância de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de 

Duncan (*p<0,05 em relação ao controle).  
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Figura IV.37 Efeito in vitro do ácido 3-hidroxi-antranílico (3HA) sobre a 

atividade do complexo IV da cadeia respiratória em homogeneizados de córtex 

cerebral de ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=6). Os dados estão 

expressos em nmol de citocromo c oxidado/min/mg de proteína. Os resultados foram 

analisados pelo teste t de Student para amostras pareadas. Não houve diferença 

significativa entre os grupos. 
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Figura IV.38 Efeito in vitro do ácido 3-hidroxi-antranílico (3HA) sobre a 

atividade da enzima sucinato desidrogenase em homogeneizados de córtex 

cerebral de ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=6). Os dados estão 

expressos em nmol de DCIP reduzido/min/mg de proteína. Os resultados foram 

analisados por análise de variância de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de 

Duncan (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 em relação ao controle).  
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IV. 4. 4 Efeito in vitro do ácido 3-hidroxi-antranílico (3HA) sobre a atividade da 

enzima Na+,K+-ATPase em membranas plasmáticas sinápticas de córtex 

cerebral de ratos jovens. 

A figura IV.39 mostra que o 3HA não exerceu qualquer efeito significativo 

sobre a atividade da enzima Na+,K+-ATPase em membranas plasmáticas sinápticas 

de córtex cerebral de ratos jovens [t(3)=0,782; p>0,05].  
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Figura IV.39 Efeito in vitro do ácido 3-hidroxi-antranílico (3HA) sobre a 

atividade da Na+,K+- ATPase em membranas plasmáticas sinápticas de córtex 

cerebral de ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=4). Os dados estão 

expressos em nmol de Pi/min/mg de proteína. Os resultados foram analisados pelo 

teste t de Student para amostras pareadas. Não houve diferença significativa entre 

os grupos. 
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IV. 5 Efeito in vitro do ácido antranílico sobre alguns parâmetros do 

metabolismo energético em córtex cerebral de ratos jovens. 

 

IV. 5. 1 Efeito in vitro do ácido antranílico (AA) sobre a captação de glicose em 

fatias de córtex cerebral de ratos jovens. 

A figura IV.40 mostra que o ácido antranílico aumentou a captação de glicose 

por fatias de córtex cerebral de ratos jovens em todas as concentrações testadas 

[F(4,25)=4,55; p<0,01]. 

 

IV. 5. 2 Efeito in vitro do ácido antranílico (AA) sobre a produção de CO2 a 

partir de glicose, acetato e citrato em homogeneizados de córtex cerebral de 

ratos jovens. 

A figura IV.41 mostra que o AA diminuiu significativamente a produção de CO2 

a partir de glicose [F(4,25)=5,52; p<0,001] em todas as concentrações testadas. A 

figura IV.42 mostra uma inibição da produção de CO2 a partir de acetato causada 

pelo AA [F(4,20)=2,95; p<0,05] nas concentrações de 10 e 100 µM. Já a figura IV.43 

mostra que o AA inibiu significativamente a produção de CO2 a partir de citrato 

[F(4,25)=5,01; p<0,01] nas concentrações de 1 µM e superiores.  
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Figura IV.40 Efeito in vitro do ácido antranílico (AA) sobre a captação de 

glicose em fatias de córtex cerebral de ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=6) e estão expressos como 

percentagem dos controles (média dos controles: 527,8 ± 20,23 µmol de glicose/h/g 

tecido). A diferença entre as médias foi calculada por análise de variância de uma 

via (ANOVA) seguida pelo teste de Duncan (**p<0,01em relação ao controle). 
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Figura IV.41 Efeito in vitro do ácido antranílico (AA) sobre a produção de CO2 a 

partir de glicose em homogeneizados de córtex cerebral de ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=6). Os dados estão 

expressos em percentagem do controle (média dos controles: 6181,8 ± 569,69 nmol 

de glicose convertidos a CO2/h/g de tecido). A diferença entre os controles foi 

calculada por análise de variância de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de 

Duncan (*p<0,05; ***p<0,001 em relação ao controle). 
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Figura IV.42 Efeito in vitro do ácido antranílico (AA) sobre a produção de CO2 a 

partir de acetato em homogeneizados de córtex cerebral de ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=5). Os dados estão 

expressos em percentagem do controle (média dos controles: 335 ± 16,78 nmol de 

acetato convertidos a CO2/h/g de tecido). A diferença entre as médias foi calculada 

por análise de variância de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de Duncan (*p<0,05 

em relação ao controle). 
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Figura IV.43 Efeito in vitro do ácido antranílico (AA) sobre a produção de CO2 a 

partir de citrato em homogeneizados de córtex cerebral de ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=6). Os dados estão 

expressos em percentagem do controle (média dos controles: 185,8 ± 56,30 nmol de 

citrato convertidos a CO2/h/g de tecido). A diferença entre as médias foi calculada 

por análise de variância de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de Duncan 

(**p<0,01 em relação ao controle). 
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IV. 5. 3 Efeito in vitro do ácido antranílico sobre a atividade dos complexos da 

cadeia respiratória em córtex cerebral de ratos jovens. 

 

IV. 5. 3. 1 Efeito in vitro do ácido antranílico (AA) sobre a atividade do 

complexo I da cadeia respiratória em mitocôndrias isoladas de córtex cerebral 

de ratos jovens. 

A figura IV.44 mostra que o AA não exerceu qualquer efeito significativo sobre 

a atividade do complexo I da cadeia respiratória em mitocôndrias isoladas de córtex 

cerebral de ratos jovens [t(3)=0,648; p>0,05]. 

 

IV. 5. 3. 2 Efeito in vitro do ácido antranílico (AA) sobre as atividades dos 

complexos I-III, II, II-III e IV da cadeia respiratória e da enzima sucinato 

desidrogenase em homogeneizado de córtex cerebral de ratos jovens. 

O AA inibiu significativamente a atividade do complexo I-III da cadeia 

respiratória [F(4,20)=3,90; p<0,05] (figura IV.45), sem exercer qualquer efeito sobre 

os complexos II [F(4,20)=0,459; p>0,05] (figura IV.46), II-III  [F(4,15)=0,09; p>0,05] 

(figura IV.47) e IV [t(6)=1,63; p>0,05] (figura IV.48) da cadeia respiratória. O AA 

também inibiu significativamente a atividade da enzima sucinato desidrogenase 

[F(4,20)=4,55; p<0,01] (figura IV.49) em homogeneizado de córtex cerebral de ratos 

jovens.  
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Figura IV.44 Efeito in vitro do ácido antranílico (AA) sobre a atividade do 

complexo I da cadeia respiratória em mitocôndrias isoladas de córtex cerebral 

de ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=4). Os dados estão 

expressos em mmol de ferricianeto reduzido/min/mg de proteína. Os resultados 

foram analisados pelo teste t de Student para amostras pareadas. Não houve 

diferença significativa entre os grupos. 
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Figura IV.45 Efeito in vitro do ácido antranílico (AA) sobre a atividade do 

complexo I-III da cadeia respiratória em homogeneizados de córtex cerebral de 

ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=5). Os dados estão 

expressos em nmol de citocromo c reduzido/min/mg proteína. Os resultados foram 

analisados por análise de variância de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de 

Duncan (*p<0,05; **p<0,01 em relação ao controle).  
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Figura IV.46 Efeito in vitro do ácido antranílico (AA) sobre a atividade do 

complexo II da cadeia respiratória em homogeneizados de córtex cerebral de 

ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=5). Os dados estão 

expressos em nmol de DCIP reduzido/min/mg de proteína. Os resultados foram 

analisados por análise de variância de uma via (ANOVA). Não houve diferença 

significativa entre os grupos. 
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Figura IV.47 Efeito in vitro do ácido antranílico (AA) sobre a atividade do 

complexo II-III da cadeia respiratória em homogeneizados de córtex cerebral de 

ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=4). Os dados estão 

expressos em nmol de citocromo c reduzido/min/mg de proteína. Os resultados 

foram analisados por análise de variância de uma via (ANOVA). Não houve 

diferença significativa entre os grupos. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 125

Controle 100 uM
0

50

100

150

200

250

300

A
tiv

id
ad

e 
do

 c
om

pl
ex

o 
IV

 
(n

m
ol

 / 
m

in
 / 

m
g 

pr
ot

eí
na

)

AA
 

Figura IV.48 Efeito in vitro do ácido antranílico (AA) sobre a atividade do 

complexo IV da cadeia respiratória em homogeneizados de córtex cerebral de 

ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=6). Os dados estão 

expressos em nmol de citocromo c oxidado/min/mg de proteína. Os resultados foram 

analisados pelo teste t de Student para amostras pareadas. Não houve diferença 

significativa entre os grupos. 
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Figura IV.49 Efeito in vitro do ácido antranílico (AA) sobre a atividade da SDH 

em homogeneizados de córtex cerebral de ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=5). Os resultados estão 

expressos em nmol de DCIP reduzido/min/mg de proteína. Os resultados foram 

analisados por análise de variância de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de 

Duncan (*p<0,05; **p<0,01 em relação ao controle).  
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IV. 5. 4 Efeito in vitro do ácido antranílico (AA) sobre a atividade da enzima 

Na+,K+-ATPase em membranas plasmáticas sinápticas de córtex cerebral de 

ratos jovens. 

A figura IV.50 mostra que o AA não exerceu qualquer efeito significativo sobre 

a atividade da enzima Na+,K+-ATPase em membranas plasmáticas sinápticas de 

córtex cerebral de ratos jovens [t(3)= 0,993; p>0,05].  
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Figura IV.50 Efeito in vitro do ácido antranílico (AA) sobre a atividade da 

Na+,K+-ATPase em membranas plasmáticas sinápticas de córtex cerebral de 

ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=4). Os dados estão 

expressos em nmol de Pi/min/mg de proteína. Os resultados foram analisados pelo 

teste t de Student para amostras pareadas. Não houve diferença significativa entre 

os grupos. 
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IV. 6 Efeito in vitro do ácido quinolínico sobre alguns parâmetros do 

metabolismo energético em córtex cerebral de ratos jovens. 

 

IV. 6. 1 Efeito in vitro do ácido quinolínico (AQ) sobre a captação de glicose em 

fatias de córtex cerebral de ratos jovens. 

A figura IV.51 mostra que o ácido quinolínico aumentou significativamente a 

captação de glicose por fatias de córtex cerebral de ratos jovens na concentração de 

100 µM [F(4,25)=3,41; p<0,05]. 

 

IV. 6. 2 Efeito in vitro do ácido quinolínico (AQ) sobre a produção de CO2 a 

partir de glicose, acetato e citrato em homogeneizados de córtex cerebral de 

ratos jovens. 

A figura IV.52 mostra que o AQ diminuiu significativamente a produção de 

CO2 a partir de glicose [F(4,34)=3,81; p<0,05] nas concentrações de 10 µM e 

superiores. As figuras IV.53 e IV.54 mostram uma inibição da produção de CO2 a 

partir de acetato [F(4,24)=3,80; p<0,05] e citrato [F(4,24)=42,6; p<0,001], 

respectivamente, causada pelo AQ em todas as concentrações testadas. 

Observamos que a inibição da produção de CO2 a partir de citrato (até 60%) foi 

muito maior do que a partir de glicose e acetato, indicando que a inibição do ciclo do 

ácido cítrico ocorre a partir do citrato. 
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Figura IV.51 Efeito in vitro do ácido quinolínico (AQ) sobre a captação de 

glicose em fatias de córtex cerebral de ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=6) e estão expressos como 

percentagem dos controles (média dos controles: 562,4 ± 19,09 µmol de glicose/h/g 

tecido). A diferença entre as médias foi calculada por análise de variância de uma 

via (ANOVA) seguida pelo teste de Duncan (*p<0,05 em relação ao controle). 
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Figura IV.52 Efeito in vitro do ácido quinolínico (AQ) sobre a produção de CO2 

a partir de glicose em homogeneizados de córtex cerebral de ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=8). Os dados estão 

expressos em percentagem do controle (média dos controles: 3249,8 ± 42,78 nmol 

de glicose convertidos a CO2/h/g de tecido). A diferença entre os grupos foi 

calculada por análise de variância de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de 

Duncan (*p<0,05; **p<0,01 em relação ao controle). 
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Figura IV.53 Efeito in vitro do ácido quinolínico (AQ) sobre a produção de CO2 

a partir de acetato em homogeneizados de córtex cerebral de ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=5-6). Os dados estão 

expressos em percentagem do controle (média dos controles: 417,4 ± 12,53 nmol de 

acetato convertidos a CO2/h/g de tecido). A diferença entre as médias foi calculada 

por análise de variância de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de Duncan 

(*p<0,05; **p<0,01 em relação ao controle). 
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Figura IV.54 Efeito in vitro do ácido quinolínico (AQ) sobre a produção de CO2 

a partir de citrato em homogeneizados de córtex cerebral de ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=5-6). Os dados estão 

expressos em percentagem do controle (média dos controles: 410,9 ± 27,06 nmol de 

citrato convertidos a CO2/h/g de tecido). A diferença entre as médias foi calculada 

por análise de variância de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de Duncan 

(***p<0,001 em relação ao controle). 
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IV. 6. 3 Efeito in vitro do ácido quinolínico sobre a atividade dos complexos da 

cadeia respiratória em córtex cerebral de ratos jovens. 

 

IV. 6. 3. 1 Efeito in vitro do ácido quinolínico (AQ) sobre a atividade do 

complexo I da cadeia respiratória em mitocôndrias isoladas de córtex cerebral 

de ratos jovens. 

A figura IV.55 mostra que o AQ não exerceu qualquer efeito significativo sobre 

a atividade do complexo I da cadeia respiratória em mitocôndrias isoladas de córtex 

cerebral de ratos jovens [t(3)= 0,388; p>0,05]. 

 

IV. 6. 3. 2 Efeito in vitro do ácido quinolínico (AQ) sobre as atividades dos 

complexos I-III, II, II-III e IV da cadeia respiratória e da enzima sucinato 

desidrogenase em homogeneizado de córtex cerebral de ratos jovens. 

O AQ inibiu significativamente a atividade do complexo II da cadeia 

respiratória [F(4,35)=2,89; p<0,05] (figura IV.57) na concentração de 100 µM, sem 

exercer efeito significativo sobre as atividades dos complexos I-III [F(4,31)=1,59; 

p>0,05] (figura IV.56), II-III  [F(4,24)=0,18; p>0,05] (figura IV.58) e IV [t(6)=0,22; 

p>0,05] (figura IV.59) da cadeia respiratória, bem como sobre a atividade da enzima 

sucinato desidrogenase [F(4,35)=1,31; p>0,05] (figura IV.60) em homogeneizado de 

córtex cerebral de ratos jovens. 
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Figura IV.55 Efeito in vitro do ácido quinolínico (AQ) sobre a atividade do 

complexo I da cadeia respiratória em mitocôndrias isoladas de córtex cerebral 

de ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=4). Os dados estão 

expressos em mmol de ferricianeto reduzido/min/mg de proteína. Os resultados 

foram analisados pelo teste t de Student para amostras pareadas. Não houve 

diferença significativa entre os grupos. 
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Figura IV.56 Efeito in vitro do ácido quinolínico (AQ) sobre a atividade do 

complexo I-III da cadeia respiratória em homogeneizados de córtex cerebral de 

ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=7-8). Os dados estão 

expressos em nmol de citocromo c reduzido/min/mg proteína. Os resultados foram 

analisados por análise de variância de uma via (ANOVA). Não houve diferença 

significativa entre os grupos. 
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Figura IV.57 Efeito in vitro do ácido quinolínico (AQ) sobre a atividade do 

complexo II da cadeia respiratória em homogeneizados de córtex cerebral de 

ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=8). Os dados estão 

expressos em nmol de DCIP reduzido/min/mg de proteína. Os resultados foram 

analisados por análise de variância de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de 

Duncan (**p<0,01 em relação ao controle).  
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Figura IV.58 Efeito in vitro do ácido quinolínico (AQ) sobre a atividade do 

complexo II-III da cadeia respiratória em homogeneizados de córtex cerebral de 

ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=5-6). Os dados estão 

expressos em nmol de citocromo c reduzido/min/mg de proteína. Os resultados 

foram analisados por análise de variância de uma via (ANOVA). Não houve 

diferença significativa entre os grupos. 
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Figura IV.59 Efeito in vitro do ácido quinolínico (AQ) sobre a atividade do 

complexo IV da cadeia respiratória em homogeneizados de córtex cerebral de 

ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=6). Os dados estão 

expressos em nmol de citocromo c oxidado/min/mg de proteína. Os resultados foram 

analisados pelo teste t de Student para amostras pareadas. Não houve diferença 

significativa entre os grupos. 
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Figura IV.60 Efeito in vitro do ácido quinolínico (AQ) sobre a atividade da SDH 

em homogeneizados de córtex cerebral de ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=8). Os resultados estão 

expressos em nmol de DCIP reduzido/min/mg de proteína. Os resultados foram 

analisados por análise de variância de uma via (ANOVA). Não houve diferença 

significativa entre os grupos.  
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IV. 6. 4 Efeito in vitro do ácido quinolínico (AQ) sobre a atividade da enzima 

Na+,K+-ATPase em membranas plasmáticas sinápticas de córtex cerebral de 

ratos jovens. 

A figura IV.61 mostra que o AQ não exerceu qualquer efeito significativo sobre 

a atividade da enzima Na+,K+-ATPase em membranas plasmáticas sinápticas de 

córtex cerebral de ratos jovens [t(3)=0,25; p>0,05].  
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Figura IV.61 Efeito in vitro do ácido quinolínico (AQ) sobre a atividade da 

Na+,K+-ATPase em membranas plasmáticas sinápticas de córtex cerebral de 

ratos jovens.  

Os valores representam média ± erro padrão (n=4). Os dados estão 

expressos em nmol de Pi/min/mg de proteína. Os resultados foram analisados pelo 

teste t de Student para amostras pareadas. Não houve diferença significativa entre 

os grupos. 
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V DISCUSSÃO 

 O catabolismo do triptofano através da via das quinureninas tem levantado 

bastante interesse nos últimos anos, visto que muitos dos intermediários dessa via 

apresentam importantes atividades biológicas. As quinureninas desempenham 

importante papel em determinadas funções fisiológicas, tais como no 

comportamento, sono, termo-regulação e na gestação, mas ainda pouco se sabe a 

respeito dos mecanismos de ação desses compostos (STONE, 1993; CURZON, 

1996). No entanto, essas substâncias estão principalmente relacionadas à resposta 

imune, sendo capazes de induzir a expressão de várias citocinas, quimiocinas e 

seus receptores, promovendo a inflamação. (GUILLEMIN et al., 2000, 2001). No 

cérebro, são principalmente produzidas nas células da microglia, estando 

relacionadas à resposta inflamatória do SNC. 

 O ácido quinolínico (AQ) e o ácido quinurênico (AK) possuem atividades 

antagônicas, sendo o primeiro um agonista de receptores glutamatérgicos do tipo 

NMDA (STONE e PERKINS, 1981; SCHWARCZ et al., 1983; KIM e CHOI, 1987) e o 

segundo, um antagonista destes mesmos receptores (BIRCH et al., 1988), sugerindo 

que estes compostos desempenham um papel fisiológico importante na modulação 

da neurotransmissão glutamatérgica. Portanto alterações na rota das quinureninas 

podem potencialmente ocasionar aumento da síntese e/ou o decréscimo da síntese 

de um ou outro dos intermediários, levando a diferentes interações com os 

receptores glutamatérgicos e suas conseqüências. Nesse contexto, fármacos que 

atuem nessa via estão sendo desenvolvidos para o tratamento de diversas 

enfermidades do sistema nervoso central. 

 Por outro lado, os ácidos quinolínico e 3-hidroxi-antranílico bem como a 3-

hidroxiquinurenina são compostos geradores de espécies reativas de oxigênio. 

Nesse particular, foi demonstrado que tanto o ácido 3-hidroxi-antranílico quanto a 3-
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hidroxiquinurenina são capazes de reduzir a viabilidade celular (ESTMAN e 

GUILARTE, 1989; OKUDA et al., 1996,1998; CHIARUGI et al., 2001; LEE et al., 

2004; JEONG et al., 2004), sendo que a morte das células ocorre por apoptose e 

possivelmente através da formação de espécies reativas de oxigênio provenientes 

da auto-oxidação desses compostos (OKUDA et al., 1998; CHIARUGI et al., 2001; 

CERSTIAENS et al., 2003; LEE et al., 2004). 

 No que se refere ao metabolismo energético, há poucos estudos sobre a 

influência das quinureninas sobre o mesmo. Entretanto, Bordelon e colaboradores 

(1997) demonstraram que o ácido quinolínico interfere no metabolismo energético 

mitocondrial após injeções intra-estriatais, diminuindo o consumo mitocondrial de 

oxigênio, os níveis de ATP e NAD+, bem como as concentrações de aspartato e 

glutamato. Recentemente, Baran e colaboradores (2001, 2003) demonstraram que 

algumas quinureninas alteram parâmetros respiratórios em mitocôndrias de coração 

de ratos. Esses investigadores demonstraram que o ácido quinurênico diminui a 

eficácia da síntese mitocondrial de ATP aumentando o estado IV da respiração e 

reduzindo o índice de controle respiratório e a razão ADP/oxigênio na presença de 

glutamato/malato. Também foi demonstrado que a 3-hidroxiquinurenina e o ácido 3-

hidroxi-antranílico diminuem o índice de controle respiratório (razão do estado III/IV 

da respiração celular) e a razão ADP/oxigênio na presença de glutamato/malato e 

sucinato. O ácido antranílico também foi capaz de interferir nos parâmetros 

respiratórios, diminuindo o estado III do consumo de oxigênio e diminuindo o índice 

de controle respiratório do consumo de glutamato/malato. Entretanto pouco se sabe 

de que modo essas substâncias interferem nesses parâmetros, bem como o efeito 

dessas sobre as várias etapas do metabolismo energético celular. 

  Recentemente, os metabólitos da via das quinureninas têm sido associados a 

várias doenças neurodegenerativas com comprometimento mitocondrial, tais como 
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as doenças de Huntington, Alzheimer, Parkinson, a demência associada à AIDS, a 

esclerose lateral amiotrófica e a acidemia glutárica tipo I, apesar de não se conhecer 

o papel exato das quinureninas na fisiopatologia dessas enfermidades. 

Portanto, tendo em vista o conhecimento exíguo do efeito das quinureninas 

sobre o metabolismo energético cerebral, e considerando que as concentrações 

cerebrais de algumas quinureninas estão alteradas em doenças neurodegenerativas 

e que a disfunção mitocondrial é uma importante característica dessas doenças, 

sugerindo um déficit na produção de energia pelos pacientes, este trabalho teve por 

objetivo investigar os efeitos in vitro de algumas quinureninas, particulrmente a L-

quinurenina, o ácido quinurênico, a 3-hidroxiquinurenina, o ácido 3-hidroxi-

antranílico, o ácido antranílico e o ácido quinolínico sobre importantes parâmetros do 

metabolismo energético em córtex cerebral de ratos jovens. 

Verificamos inicialmente que todos os metabólitos, à exceção da L-

quinurenina, aumentaram a captação de glicose por fatias de córtex cerebral de 

ratos jovens, bem como inibiram a produção de CO2 a partir de glicose, acetato e 

citrato. O efeito destes compostos sobre a produção de CO2 foi semelhante, ou seja, 

mesmo nas concentrações mais baixas utilizadas todas as substâncias testadas, 

com exceção da L-quinurenina, foram capazes de diminuir significativamente essa 

produção. Além disso, verificamos que a redução mais significativa da formação de 

CO2 ocorreu a partir de citrato, indicando que um provável bloqueio do ciclo do ácido 

cítrico ocorreu em um passo adiante ao da formação de citrato. Por outro lado, 

nossos ensaios não afastam a possibilidade de que essas quinureninas possam se 

ligar à coenzima A (CoA), seqüestrando este composto que é essencial para a 

metabolização de glicose e acetato até CO2. No entanto é pouco provável que isto 

tenha ocorrido, visto que a oxidação de citrato não necessita de CoA e também foi 

inibida pelos metabólitos. Não se pode também descartar uma inibição primária da 
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cadeia respiratória com inibição secundária do ciclo de Krebs por aumento da 

relação NADH/NAD+, situação em que as enzimas isocitrato desidrogenase, α-

cetoglutarato desidrogenase e sucinato desidrogenase seriam inibidas.  

Já o aumento da captação de glicose pode refletir um aumento na utilização 

de glicose pelo tecido, provavelmente devido à tentativa de suprir a demanda 

energética através de um aumento na atividade da glicólise anaeróbica. 

Infelizmente, não medimos a produção de lactato pelo córtex cerebral na presença 

desses compostos. Este aumento da captação ocorreu mesmo em baixas 

concentrações (0,1 e 1 µM) de 3-hidroxiquinurenina e dos ácidos 3-hidroxi-

antranílico e antranílico, sendo que este último provocou o maior aumento na 

captação de glicose (aproximadamente 177%). Já os ácidos quinurênico e 

quinolínico só foram capazes de estimular a captação de glicose pelo tecido cerebral 

em concentrações mais altas (10 e 100 µM, respectivamente), sendo que o ácido 

quinolínico exerceu o menor efeito sobre este parâmetro (aproximadamente 52%). 

Investigamos, então, o efeito das quinureninas sobre a atividade dos 

complexos da cadeia respiratória. A L-quinurenina também não exerceu nenhum 

efeito significativo sobre a atividade dos complexos da cadeia respiratória, enquanto 

o ácido quinurênico inibiu significativamente apenas a atividade da enzima sucinato 

desidrogenase (até cerca de 24%) nas concentrações de 10 µM e superiores, o que 

poderia explicar, ao menos em parte, a inibição da produção de CO2 causada por tal 

composto. Entretanto, apesar dessa enzima ser parte integrante do complexo II da 

cadeia respiratória, o ácido quinurênico não foi capaz de alterar a atividade deste 

complexo. Não se pode desconsiderar o fato de que são utilizados aceptores 

artificiais de elétrons na medida dessas atividades enzimáticas e de que a medida 

da atividade da sucinato desidrogenase é feita com o aceptor fenazina, não se 

podendo, portanto, descartar uma interferência do ácido quinurênico sobre a 
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captação de elétrons pela fenazina. Da mesma forma que o ácido quinurênico, o 

ácido antranílico também inibiu a atividade da SDH (aproximadamente 24%), sem 

interferir na atividade do complexo II da cadeia respiratória. Este composto também 

foi capaz de inibir o complexo I-III da cadeia transportadora de elétrons (cerca de 

40%, em concentrações de 10 µM e superiores), corroborando os achados de Baran 

e colaboradores (2003), que encontraram alterações nos parâmetros respiratórios na 

presença de glutamato/malato ocasionadas pelo ácido antranílico. O ácido 

quinolínico inibiu o complexo II da cadeia respiratória apenas na concentração de 

100 µM (cerca de 32%), sem inibir a atividade da sucinato desidrogenase. Uma 

inibição apenas do complexo II, sem alteração da atividade da SDH, sugere que a 

inibição ocorra ao nível das subunidades do complexo II ancoradas na membrana 

mitocondrial interna. O ácido 3-hidroxi-antranílico foi capaz de inibir a atividade dos 

complexos I (aproximadamente 67% na concentração de 100 µM) e II (cerca de 

20%) da cadeia transportadora de elétrons, bem como a atividade da enzima SDH 

(até 24%) nas concentrações de 1 µM e superiores. Já a 3-hidroxiquinurenina inibiu 

os complexos I (aproximadamente 33%), II (em torno de 22%) e IV (cerca de 24%) 

da cadeia respiratória. Os complexos I-III e II-III da cadeia transportadora de elétrons 

não puderam ser avaliados na presença da 3-hidroxiquinurenina e do ácido 3-

hidroxi-antranílico devido à interferência por parte desses compostos nos métodos 

das dosagens enzimáticas desses complexos, doando elétrons ao citocromo c. Esse 

fato está de acordo com Giles e colaboradores (2003) que demonstraram que esses 

compostos são bons doadores de elétrons e capazes de reduzir o citocromo c 

devido à presença de uma hidroxila e de um grupamento amino em posição orto. 

A 3-hidroxiquinurenina e o ácido 3-hidroxi-antranílico foram os compostos que 

demonstraram efeitos mais contundentes sobre o metabolismo energético, o que 

poderia estar associado ao fato de serem geradores de espécies reativas de 
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oxigênio, que são capazes de reagir com proteínas modificando resíduos de lisina 

(STUTCHBURY e TRUSTCOTT, 1993), podendo resultar em alterações de algumas 

atividades enzimáticas importantes, tais como dos complexos da cadeia 

transportadora de elétrons, bem como do próprio ciclo do ácido cítrico.  

Também avaliamos o efeito das quinureninas sobre a atividade da Na+,K+-

ATPase em membranas plasmáticas sinápticas de córtex cerebral de ratos jovens, 

enzima importante para a manutenção do gradiente químico dos íons Na+ e K+, 

mantendo assim a homeostasia celular. Nenhum dos compostos testados alterou 

significativamente a atividade dessa enzima. A manutenção do gradiente iônico 

transmembrana é efetuado pela enzima Na+,K+-ATPase (LINGREL e 

KUNTZWEILER, 1994) e alterações nos mecanismos que mantêm o equilíbrio 

destes íons entre os meios intra e extracelulares podem causar graves 

conseqüências ao cérebro (ERECINSKA e SILVER, 1994). Nossos resultados não 

demonstraram inibição direta da Na+,K+-ATPase pelas quinureninas. No entanto, 

devemos considerar que os ensaios in vitro para a medida dessa atividade são 

realizados na presença de um excesso de ATP. Portanto não podemos afastar a 

hipótese de que a falta de ATP, decorrente de uma diminuição no metabolismo 

energético, diminuiria a atividade dessa enzima in vivo. 

O cérebro é altamente dependente de níveis constantes e elevados de 

energia na forma de ATP. Situações como hipóxia e hipoglicemia podem levar a um 

dano irreversível e até mesmo a morte neuronal pela incapacidade celular de manter 

um gradiente iônico dependente de bombas que utilizam energia para a sua 

atividade. A energia necessária para manutenção das funções cerebrais bem como 

do gradiente iônico é proveniente principalmente da glicólise e da fosforilação 

oxidativa que, em condições normais, atuam conjuntamente (SILVER, DEAS e 

ERECINSKA, 1997). A manutenção das atividades normais dos complexos da 



 149

cadeia respiratória é essencial para o funcionamento normal do cérebro. Assim, 

algumas doenças genéticas e outros distúrbios que inibam a fosforilação oxidativa 

geram um acúmulo de NADH que por sua vez inibe o ciclo de Krebs favorecendo a 

conversão de piruvato em lactato o qual se encontra aumentado no plasma dos 

indivíduos afetados por essas desordens (VOET e VOET, 1990; WALLACE, 1999; 

SCHAPIRA, 1995). Uma diminuição no metabolismo energético cerebral, 

principalmente da fosforilação oxidativa, tem sido verificada em várias doenças 

neurodegenerativas comuns (SCHAPIRA et al., 1990; SCHAPIRA, 1998). 

Atualmente, alterações na cadeia transportadora de elétrons têm sido consideradas 

o evento etiológico primário na maioria dessas doenças (PARKER, 1989; PARKER 

et al., 1990, 1994; SWERDLOW et al., 1996, 1997).  

Considerando que alterações das concentrações de algumas quinureninas 

têm sido associadas a várias patologias neurodegenerativas, tais como as doenças 

de Huntington, Alzheimer, Parkinson, a demência associada à AIDS, a esclerose 

lateral amiotrófica e a acidemia glutárica tipo I, embora até o presente momento não 

se possam precisar as concentrações que essas substâncias atingiriam no cérebro 

dos afetados, poder-se-ia supor que bloqueio do ciclo do ácido cítrico e diminuição 

da atividade da cadeia respiratória ocasionados por essas substâncias colaborariam, 

ao menos em parte, para o déficit energético encontrado nessas doenças e, 

conseqüentemente, para o dano neurológico característico das mesmas. 
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VI CONCLUSÕES 

 

− A L-quinurenina (QUI) não exerceu nenhum efeito significativo sobre a 

captação de glicose, a produção de CO2, as atividades dos complexos da cadeia 

respiratória bem como sobre a atividade da enzima sucinato desidrogenase em 

córtex cerebral de ratos jovens nas concentrações de 0,1, 1, 10 e 100 µM.  

 

− O ácido quinurênico (AK) aumentou significativamente a captação de glicose 

por fatias de córtex cerebral de ratos jovens nas concentrações de 10 e 100 µM. 

 

− O AK diminuiu significativamente a produção de CO2 por homogeneizados de 

córtex cerebral de ratos jovens em todas as concentrações testadas a partir de 

glicose, nas concentrações de 1, 10 e 100 µM a partir de acetato e nas 

concentrações de 1 µM e superiores a partir de citrato. 

 

− O AK, nas concentrações de 10 e 100 µM, inibiu significativamente a atividade 

da enzima sucinato desidrogenase em homogeneizado de córtex cerebral de ratos 

jovens. 

 

− A 3-hidroxiquinurenina (3HQ) aumentou significativamente a captação de 

glicose por fatias de córtex cerebral de ratos jovens nas concentrações de 1, 10 e 

100 µM. 

 

− A 3HQ diminuiu significativamente a produção de CO2 por homogeneizados 

de córtex cerebral de ratos jovens nas concentrações de 1, 10 e 100 µM a partir de 
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glicose, nas concentrações 10 e 100 µM  a partir de acetato e em todas as 

concentrações testadas a partir de citrato. 

 

− A 3HQ, na concentração de 100 µM, inibiu a atividade dos complexos I, II e IV 

da cadeia respiratória em homogeneizado de córtex cerebral de ratos jovens. 

 

− O ácido 3-hidroxi-antranílico (3HA) aumentou significativamente a captação 

de glicose por fatias de córtex cerebral de ratos jovens nas concentrações de 0,1, 1, 

10 e 100 µM. 

 

− O 3HA diminuiu significativamente a produção de CO2 em homogeneizados 

de córtex cerebral de ratos jovens nas concentrações de 0,1,  1, 10 e 100 µM a partir 

de glicose, nas concentrações 1, 10 e 100 µM  a partir de acetato e em 10 e 100 µM 

a partir de citrato. 

 

− O 3HA inibiu significativamente a atividade dos complexos I (na concentração 

de 100 µM) e II (nas concentrações de 0,1,  1, 10 e 100 µM) da cadeia respiratória, 

bem como a atividade da enzima sucinato desidrogenase (nas concentrações de 

0,1,  1, 10 e 100 µM)  em homogeneizado de córtex cerebral de ratos jovens. 

 

− O ácido antranílico (AA) aumentou significativamente a captação de glicose 

por fatias de córtex cerebral de ratos jovens nas concentrações de 0,1, 1, 10 e 100 

µM. 

 

− O AA diminuiu significativamente a produção de CO2 em homogeneizados de 

córtex cerebral de ratos jovens nas concentrações de 0,1,  1, 10 e 100 µM a partir de 
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glicose, nas concentrações de 10 e 100 µM  a partir de acetato e nas concentrações 

de 1, 10 e 100 µM a partir de citrato. 

 

− O AA inibiu significativamente a atividade do complexo I-III da cadeia 

respiratória nas concentrações de 10 e 100 µM, bem como a atividade da enzima 

sucinato desidrogenase nas concentrações de 0,1,  1, 10 e 100 µM  em 

homogeneizado de córtex cerebral de ratos jovens. 

 

− O ácido quinolínico (AQ) aumentou significativamente a captação de glicose 

por fatias de córtex cerebral de ratos jovens na concentração de 100 µM. 

 

− O AQ diminuiu significativamente a produção de CO2 em homogeneizados de 

córtex cerebral de ratos jovens nas concentrações de 10 e 100 µM a partir de 

glicose, nas concentrações0,1, 1, 10 e 100 µM a partir de acetato e nas 

concentrações de 0,1, 1, 10 e 100 µM a partir de citrato. 

 

− O AQ inibiu significativamente a atividade do complexo II da cadeia 

respiratória na concentração de 100 µM em homogeneizado de córtex cerebral de 

ratos jovens. 

 

− A L-quinurenina, o ácido quinurênico, a 3-hidroxiquinurenina, o ácido 3-

hidroxi-antranílico, o ácido antranílico e o ácido quinolínico  não alteraram a 

atividade da enzima Na+,K+-ATPase em membranas plasmáticas sinápticas de 

córtex cerebral de ratos jovens na concentração de 100 µM. 
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− Nossos resultados, demonstrando uma inibição do ciclo do ácido cítrico e da 

cadeia transportadora de elétrons pelas quinureninas, sugerem que essas 

substâncias inibam o metabolismo energético cerebral, o que pode colaborar para o 

comprometimento cerebral dos pacientes afetados por doenças em que há alteração 

nas concentrações desses compostos. 
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