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RESUMO

O sistema nervoso central &€ capaz de utilizar uma variedade de
substratos para obtencao de energia, entre eles incluem-se: glicose,
corpos cetonicos, lactato, glicerol e glutamina. A utilizacdo dos
nutrientes energéticos pelo sistema nervoso central pode ser regulada
em diversos niveis, tais como: transporte através dos capilares
cerebrais, transporte através da membrana plasmatica dos neurdnios
e células gliais, variacbes nas atividades das enzimas, e variacoes
nos niveis plasmaticos dos nutrientes energéticos.

Os niveis plasmaticos dos nutrientes energéticos variam
acentuadamente durante o desenvolvimento do rato. Esta mudanca é
ocasionada pela dieta ingerida que ocasiona modificacbes na
liberacdo de hormdnios e neurotransmissores visando uma adaptacao
metabdlica a dieta ingerida. Durante a vida fetal o principal nutriente
energético utilizado pelo sistema nervoso central do feto € a glicose
proveniente da circulagao materna; nas primeiras duas a trés horas de
vida extrauterina o lactato sangiiineo é o principal nutriente energético;
apds este periodo, a glicose € o principal nutriente energético até
cerca de 12 horas de vida extrauterina; apds este periodo, glicose e
corpos cetdnicos sao os principais nutrientes energéticos utilizados
pelo sistema nervoso central durante o periodo de lactacdo. Os niveis
de corpos cetbnicos sangiiineos no periodo de lactacao vao depender



do teor lipidico do leite materno. No leite de rata, a concentracédo de
lipidios esta em torno de 13%, 0 que ocasiona uma concentracao de
corpos cetbnicos em torno de 1,5 a 2,0 mM no lactente. Apdés o
periodo de lactacao,em torno do vigésimo primeiro dia de vida, a dieta
a que os animais sao submetidos possui uma elevada porcentagem de
carboidratos, 0 que determina que a concentracdo dos corpos
cetbnicos diminua acentuadamente, sendo que neste periodo o
principal nutriente energético utilizado pelo sistema nervoso central é a
glicose.

Nesta tese realizamos um estudo ontogenético da oxidacao a
CO,, bem como da conversdo a lipidios, por fatias de cerebelo de
ratos in vitro dos seguintes nutrientes energéticos (nas concentragdes
indicadas): 5,0 mM de glicose; 10,0 mM de lactato, 2,0 mM de BOH-
Butirato; 1,0 mM de glicerol; 0,5 mM de glicina; e 2,0 mM de glutamina
nas idades de aproximadamente 21 dias de gestacao, 10 dias de vida
poés-natal, 21 dias de vida pos-natal e na idade adulta (3 meses). O
meio de incubacdo utilizado foi Krebs-Ringer bicarbonato. Com
excecdo da glicina ([1-'*C]glicina, [2-'*C]glicina) e o BOH-Butirato,
marcado no carbono 3, os demais nutrientes energéticos foram
uniformemente marcados com ™C.

Verificamos que o0 metabolismo de todos os nutrientes
energéticos utilizados nesta tese variaram ontogeneticamente. A
oxidacao a CO, da glicose, lactato , glicerol e glutamina aumentaram
com a idade dos animais, enquanto a oxidacdo a CO, do ROH-
Butirato e glicina diminuiram com a idade dos animais. A sintese de
lipidios a partir da glicose, BOH-Butirato e glicerol aumentaram com a
idade dos animais. O lactato e a glutamina foram os principais



nutrientes energéticos oxidados a CO, em todas as idades estudadas.
Apenas na idade adulta a oxidacao da glutamina a CO, foi superior a
oxidacdo do lactato. Nas idades de 7; 14 e 21 dias de idade o ROH-
Butirato apresentou uma maior oxidacdo a CO, do que o glicerol, a
oxidacado do glicerol na idade adulta foi significativamente superior a
oxidacao do ROH-Butirato. A oxidacao da glicose a CO, foi superior a
oxidacdo do BOH-Butirato e do glicerol em todas as idades estudadas.
A glicina apresentou uma acentuada diminuicao na oxidacdo com O
aumento das idades dos animais e na idade adulta foi juntamente com
ROH-Butirato o composto menos oxidado a CO,. Em relacao a sintese
de lipidios, a glicose é o lactato foram os principais nutrientes
energéticos convertidos a lipidios. Aos 10 dias de vida pés-natal, a
sintese de lipidios a partir de lactato foi superior a sintese a partir da
glicose; nas demais idades estudadas a sintese de lipidios a partir dos
dois substratos nao apresentaram diferenca entre si. Na idade aduita,
a sintese de lipidios a partir do ROH-Butirato foi superior a sintese de
lipidios a partir do glicerol e nas demais idades estudadas, nao houve
diferenca entre a sintese de lipidios a partir dos dois substratos. A
glutamina e a glicina foram os dois nutrientes energéticos que
apresentaram menor conversdo a lipidios em relacdo aos demais
nutrientes energéticos em todas as idades estudadas.



ABSTRACT

The CNS is capable of using a variety of substrates for obtainance
of energy, and among them are included: glucose, ketone bodies,
lactate, glycerol and glutamine. The utilization of the energetic nutrients
by the CNS can be regulated in several levels, such as: transport
through brain capillaries, transport through neuron and glial cells
plasma membrane, variations in enzyme activities, and variations in
plasma levels of the energetic nutrients. The plasma levels of the
energetic nutrients vary markedly during the development of the animal,
and this change is perpetrated by the ingested diet which causes
modifications in hormone and neurotransmitters, aiming a metabolic
adaptation to the ingested diet. During the fetal life the main energetic
nutrient utilized by the fetus CNS is glucose derllled from matern
circulation; in the first two or three hours of extra-uterine life blood
lactate is the main energetic nutrient; after this period glucose is the
main energetic nutrient until about twelve hours of extra-uterine life, and
after this period glucose and ketone bodies become the major energetic
nutrients utilized by the CNS during the whole lactation period. The
levels of ketone bodies in the lactation period will depend on the fat
content of matern milk, and in the rat milk the lipid concentration is
around 13%, which aliows a concentration of ketone bodies of 1.5 to 2.0
mM in the breastfeeding rat. After the period of lactation the diet to
which the animals are submitted possesses a high percentage of
carbohydrates, what determines a marked decrease in ketone bodies



concentration, and in this period th_e major energetic nutrient utilized by
the CNS is glucose.

In this thesis we performed an ontogenic study of oxidation to CO,, as
well as conversion to lipids, by rat cerebellum slices in vitro of the
following energetic nutrients (in the indicated concentrations): 5,0 mM
glucose; 10.0 mM lactate, 2.0 mM ROH-Butyrate; 1.0 mM glycerol; 0.5
mM glycine; and 1.0 mM glutamine. The incubation media utilized was
Krebs-Ringer bicarbonate. With exception of glycine ([1-"*C]glycine , [2-
““Clglycine), the remaining energetic nutrients were uniformly labeled
with *C. |

In the present work we verified oxidation to CO, and convertion to lipids
of the following energetic nutrients: 1-glucose, 2-lactate, 3-BOH-
Butyrate, 4-glycerol, 5-glycine, 5-glutamine, by cerebellum slices of rats
at the ages of 21.5 days of gestation, 10 days of post-natal life, 21 days
of post-natal life and at adult age (3 months).

We verified that the metabolism of all the energetic nutrients utilized in
this thesis varied ontogenetically. The oxidation to CO., of glucose,
lactate, glycerol and glutamine increased with the age of the animals,
while the oxidacao to CO, of BOH-Butyrate and glycine decreased with
the ages of the animals. Lipid synthesis from glucose, BOH-Butyrate
and glycerol increased with the age of the animals. Lactate and
glutamine were the main energetic nutrients oxidized to CO, in all ages
studied. Only at adult age the oxidation of glutamine to CO, was
superior to oxidation of lactate. At the ages of 7- 14- and 21 days of age
ROH-Butyrate presented a higher oxidation to CO, than glycerol in all
studied ages, but by its turn glycerol oxidation at adult age was
significantly superior in comparison to oxidation of ROH-Butyrate at the



same age. Glucose oxidation to CO, was higher than the oxidation of
ROH-Butyrate and glycerol in all studied ages. Glycine af the ages of
21.5 days of gestation and at 10 days of post-natal life presented a
higher oxidation rate than glucose, but due to the fact of presenting a
marked decrease in the oxidation rate with the increasing in the age of
the animals, it was, concurrently with ROH-Butyrate, the two least
oxidized substrates to CO.. In regard to lipid synthesis, glucose and
lactate were the main energetic nutrients converted to lipids. At 10 days
of post-natal life the synthesis of lipids from lactate was higher than the
sythesis from glucose, and in the remaining ages studied the lipid
synthesis from these two substrates did not present significant
differences. At adult age the lipid synthesis from R-OH-Butyrate was
higher than lipid synthesis from glycerol, and the remaining ages
studied there was no difference in lipid synthesis from the two
substrates. Glutamine and glycine were the two energetic nutrients that
presented the lowest conversion to lipids in comparison to the
remaining energetic nutrients in all ages studied.
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I. INTRODUCAO

I.1.Crescimento Cerebral

O Sistema Nervoso Central, como qualquer outro 6rgao, tem seu
crescimento caracterizado por trés fases distintas: a) a primeira, onde
ocorre aumento do nimero de células (hiperplasia); b) uma segunda
fase em que a velocidade de divisao celular é mais lenta e 0
crescimento se da, principalmente, pelo aumento do tamanho das
células (hiperplasia com hipertroﬁa); C) e uma ultima fase, na qual nao
ha divisado celular e todo o crescimento € por aumento de tamanho da
célula (hipertrofia)(Morgane ef al.,1978). No caso do Sistema Nervoso
Central, ocorre ainda a diferenciacao celular. O cérebro nido é um
orgao homogéneo. Assim, o0 tempo destas trés fases de crescimento
difere, dependendo da regiao estudada. Ele € composto de varias
regibes, cada qual com diferentes tipos de células controlando as mais
diversas fungbes. Essas regides apresentam caracteristicas
especificas de divisao celular. O desenvolvimento cerebral depende
da velocidade da divisao celular em cada regiao, do momento em que
esta é concluida, do tipo de células que estao se dividindo e se as
células estdo ou ndo em processo de migracao para outros locais do
Sistema Nervoso Central (Winick ,1970).



No rato, durante o periodo de vida pré-natal, a maioria das
regides cerebrais cresce por hiperplasia neuronal ( Winick,1972 ). A
multiplicacdo dos neurdnios ocorre, principalmente, durante a ultima
semana de gestacdo, completando-se, praticamente, j@ no segundo
dia de vida p6s-natal (Dobbing ef al.,1971). Entretanto, algumas areas,
como o bulbo olfatério, o hipocampo e o cerebelo, apresentam
significativa divisado neuronal ap6s o nascimento (Morgane et al.,1978).
Assim, por exemplo, no cerebelo ndo ocorre divisdo celular apos os
16-17 dias de vida pés-natal, enquanto que, no hipocampo, a diviséo
celular esta completa aos seis dias de idade (Morgane ef al.,1978 ).
Em momentos diferentes do desenvolvimento, as células neurais
(neurdnios e glias) podem, também, migrar do seu local de origem
para outras regides dentro do Sistema Nervoso Central (Altman ef
al.,1970).

O cerebelo apresenta moderada formacdo celular pré-natal,
envolvendo, principalmente, a formacao de células de Purkinje.
Porém, apresenta um grande aumento no nimero de células
neuronais apds 0 nascimento. A proliferacdo de células gliais é,
também, pds-natal e ocorre durante todo o periodo de lactacdo
(Vicario et al.,1991).

As trés primeiras semanas de vida neonatal constituem um
periodo decisivo para o desenvolvimento do cérebro do rato. Este
periodo, chamado de "surto de crescimento”, & caracterizado por
rapidas mudancas  morfologicas e fisiologicas no o6rgdo. Os
parametros que determinam estrutura e funcdo do cérebro, a saber,
peso, espessura cortical, nimero neuronal e glial, e conexao e ultra-
estrutura sinaptica sao os principais responsaveis pelas mudancas



ocorridas nesta fase. A vida fetal do animal, principalmente em seu
terco final, & também de suma importancia para o crescimento do
cérebro. Entretanto, nesta época, o drgao encontra-se relativamente
protegido pelos eficientes mecanismos homeostasicos de que é
dotado o organismo materno (Dobbing ef al.,1971).

A analise das caracteristicas do surto de crescimento levou
Dobbing a formular a "hipétese do periodo vulneravel”, segundo a qual
o cérebro possui uma unica oportunidade de crescer; no rato, esta
fase corresponde exatamente as trés primeiras semanas de vida
intrauterina, época em que 0 6rgao apresenta maxima velocidade de
crescimento. O crescimento de um 6érgao pode ser acompanhado
através da relacao proteina/DNA como estimativa do tamanho celular
(Winick & Noble,1966). A proliferacao glial e a arborizacao dendritica
neuronal sdo em grande parte responsaveis pelo acumulo de proteina
no cérebro durante o desenvolvimento (Birnbaum et al.,1986).

Os dois grandés grupos de células do cérebro, neurdnios e glia,
diferem radicalmente entre si, a comecar pela funcdo. Enquanto o
envolvimento dos neurdnios com a funcdo mental parece bem definido
(Kraus et al.,1974), o mesmo nao acontece com as células gliais. A
estas sao atribuidas fuhgées de sustentacao e nutricao dos neurdnios
(Altman ef al.,1970), assim como de tamponamento do espaco
extraneuronal em areas de contato sinaptico (Tsacopoulos &
Magistretti, 1996), e também desempenham papel importante no
transporte de aminoacidos e neurotransmissores no cérebro
(Magistretti ef al.,1993).

O Sistema Nervoso Central apresenta uma grande complexidade
em termos de diversidade de contatos celulares e uma grande



amplitude de processar informacdes através dos neurfnios. A teoria
neuronal, isto &, aquela que prevé que todo o processamento de
informacoes é realizado pelos neurdnios, vem sendo superada (Froés
et al.,1999).

Nos tltimos dez anos, varios estudos tem demonstrado que a
participacdo da rede glial pode prover suporte para a atividade
neuronal e pode constituir uma via dindmica para a sinalizagao
quimica e elétrica no Sistema Nervoso Central (Cornell-Bell ef al.,
1990; Cornell- Bell & Finkbeiner, 1991.

Os astrocitos envolvidos nos processos sinapticos ficam
expostos aos neurotransmissores liberados e disto, resultam
consequéncias, tais como: 1- a resposta informotropica dos astrécitos
é ativada e 0os mesmos se movem aproximando-se da concentracao
mais elevada de neurotransmissores; 2- se a concentracao de
neurotransmissor atinge o limiar, a onda de calcio é produzida.
Durante a onda de calcio o0 microambiente sinaptico muda
acentuadamente. A diminuicdo da concentracao de calcio na fenda
inibe a liberacado posterior de neurotransmissores, apesar do alcance
do potencial de acdo. Somente com o término da onda de calcio
astrocitaria € que a concentracdo de calcio retorna ao seu nivel
original na fenda sinaptica, permitindo a Iliberacdo de
neurotransmissores (Cornell-Bell ef al.,1991). Cabe salientar que os
astrécitos sao conectados um ao outro por meio de juncdes de fendas
unidirecionais (gap junctions) que permitem a troca de varias
moléculas biologicamente importantes (Robinson,1993; Rash,
1997).0s astrocitos transferem calcio unidirecionalmente entre si
através das juncdes de fendas, durante a geracdo da onda de



calcio(Finkbeiner,1992).

As conexdes sinapticas desempenham papel importante nas
funcbes do cérebro, sendo responsaveis pela transmissao dos
impulsos nervosos. A sinaptogénese no cérebro de rato ocorre,
principalmente, entre a segunda e quarta semanas de vida pds-natal,
podendo diferir de regisio para regido no cérebro. E estimado que o
namero de sinapses possa dobrar dia a dia, entre o0 quarto e o décimo
primeiro dia de idade, e aumentar, em torno de cem vezes, dos quatro
dias de idade até a maturidade cerebral. O aumento nas conexdes
sinapticas e a diferenciacido dessas representam o comeco do
desenvolvimento quimico e funcional do Sistema Nervoso Central. As
perturbacbes no desenvolvimento das conexdes sinapticas resultam
em varias deficiéncias funcionais e comportamentais do sistema
nervoso ( Morgane et al.,1978).

A mielinizacao € um processo no qual ocorre a deposicao de
mielina junto aos axdénios, por acdo dos oligodendrécitos no Sistema
Nervoso Central e das células de Schwan no Sistema Nervoso
Periférico. A membrana de mielina é formada por diversos lipidios e
proteinas. A funcio da mielina é facilitar a conducdo dos impulsos
nervosos através do axonio, evitando a geracao de circuitos menores
entre as fibras (Morell ef al.,1994). |

A mielinizacdo do Sistema Nervoso Central do rato comeca entre
os dez e quinze dias de idade (Davison & Dobbing,1968) e alcanca um
pico de velocidade maxima aos vinte dias, apés o qual a mesma
declina, abruptamente, aos niveis do adulto. Entre os quinze e os trinta
dias, ocorre um aumento de seis vezes na deposicao de mielina,
enquanto o peso cerebral aumenta em torno de 30-40 % . Estima-se
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que aos vinte dias de idade, cada célula oligodendroglial produza uma
quantidade de membrana mielinica superior a trés vezes a sua propria
massa celular (Norton & Poduslo,1973). A mielinizagcao se processa
nas diferentes regides do sistema nervoso de acordo com seu
desenvolvimento filogenético (Morell ef al.,1994) .
I.2.Desenvolvimento Cerebelar

O cerebelo € um importante centro regulador de controle da
atividade motora, tanto no aspecto quantitativo quanto qualitativo do
desempenho motor. Além disso, 0 cerebelo utiliza toda uma escala de
informacao sensorial (tactil, auditiva e visual) para constantemente
orientar a acao motora, a fim de encontrar a forca necessaria, direcao
e velocidade de contracéo e relaxamento muscular (Johanson,1980).

Um corte transversal do cerebelo mostra que a substancia
cinzenta forma uma fina camada superficial, a cortex cerebelar, a qual
cobre a substancia branca central, ou corpo medular.

A cortex cerebelar de rato adulto normal, histologicamente,
divide-se em trés camadas: a) externa ou molecular; b) intermediaria,
ganglionar ou de células de Purkinje; c¢) intema ou granular
(Sokoloff,1981).

Ha seis tipos de neurdnios na cortex cerebelar. a.células de
Purkinge; b.células de Golgi; c.células estrelares; d.células em cesto;
e.células  granulares; fcélulas de Lugaro (Smart &
Dobbing,1971)(Figura 1.1).

A camada molecular esta formada em grande parte pelas
ramificagbes bifurcadas dos axonios das células granulares, pelas
arborizagcdes dendriticas das células de Purkinje e pelas células de
Golgi. Contém ainda os corpos celulares, dendritos e axdnios das



células estrelares e das células em cesto. As células estrelares
situam-se na parte média e superior da camada molecular, enquanto
que as células em cesto estdo situadas no terco inferior da camada
molecular.

A camada ganglionar, ou de células de Purkinje, contém os
neurdnios mais caracteristicos do cerebelo: as células de Purkinje.
Ocupa essa camada uma posicdo intermediaria entre a camada
molecular e a granular, sendo constituida por apenas uma camada de
células.

A camada granular é a camada mais interna da cortex cerebelar.
Contém uma populacdo neuronal extraordinariamente rica, formada
principalmente por células granulares. Também sao encontradas
nessa camada as células de Golgi, que se situam na parte superior da
camada granular, imediatamente abaixo das células de Purkinje
(Sokoloff,1981).

Existem ainda na cortex cerebelar os axdnios da fibras musgosas,
que fazem sinapse com as células granulares, e as fibras trepadoras,
que se ramificam na camada molecular.

As células granulares sdo o tipo de célula mais abundante no
cerebelo de rato normal adulto: do total de células, 80% sao neurdnios
e, destes, 85% sao células granulares (Clark et al.,1993).

Em cerebelo de rato normal adulto, para cada célula de Purkinje
ha, em média, cerca de trezentas células granulares (Clark et
al.,1993).

As células gliais do cerebelo de rato adulto normal consistem de
oligodendrécitos, abundantes na substincia branca e também
presentes nas camadas granulares e de células de Purkinje, e de



astrécitos numa proporcao de seis células (quatro oligodendrocitos e
dois astrocitos) para cada célula de Purkinje (Clark et al.,1993).

Na substdncia branca ha apenas dois tipos de células:
oligodendrécitos e astrécitos.

A composicdo celular da substancia branca nao varia do trigésimo
quinto ao centésimo sexagésimo dia de vida pés-natal (Cremer et
al.,1982).

O cerebelo de rato normonutrido recém-nascido contém somente
3% do DNA de um cerebelo de rato adulto normal (Balazs,1971).
O crescimento celular deriva da proliferacdo pOs-natal de células
existentes na camada proliferatiVa externa (Altman et al.,1970).

Esta camada persiste, no rato, até o vigésimo primeiro dia pés-
natal. A camada proliferativa externa consiste de duas zonas: a zona
superficial proliferativa e a zona pré-migratéria basica. As células
granulares imaturas migram desta camada proliferativa externa, onde
ocorre a divisdo celular, através da camada molecular até a camada
granular. Esse processo de proliferacdo e migracao das células
granulares ocorre durante as trés primeiras semanas poés-natal em
cerebelo de ratos (Altman ef a/.,1970).

A medida que as células granulares migram, elas alongam seus
axonios formando as fibras paralelas, as quais formam sinapses com
as células de Purkinje.

Uma caracteristica do desenvolvimento cerebelar é o fato da
neurogénese e gliogénese ocorrerem simultaneamente (Greenwood &
Craig,1987), enquanto que em outras regides do Sistema Nervoso
Central a gliogénese segue, com pequena sobreposicdo, a
neurogénese (Bashan et al.,1979).Tanto a proliferacdo quanto o



crescimento celular maximo ocorrem do nascimento ao vigésimo
primeiro dia de vida pés-natal (Cremer,1982).

O desenvolvimento definitivo do cerebelo ocorre até a quarta
semana de vida pods-natal. Durante esse periodo, muitas mudancas
ocorrem na composicao bioqun’mica e celular do cerebelo(Cremer et

al.,1976).



Figura I.1.Citoarquitetura do cértex cerebelar.
BC, células em cesto.

CF, fibra trepadeira.

G, célula de Golgi.

Gl, glomérulos.

Gr, células granulosas.

MF, fibra musgosa.

PC, células de Purkinge.

PF, fibras paralelas.

SC, células estreladas.

10
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I.3.Metabolismo Energético Cerebral

O Sistema Nervoso Central (SNC) é capaz de utilizar uma
variedade de nutrientes energéticos, incluindo glicose (Vicario et
al.,1991), corpos cetbnicos (Tildon & Roeder,1984), glicerol e
glutamina (Mckenna et al.,1986).

A utilizacdo de nutrientes energéticos pelo Sistema Nervoso
Central pode ser regulada em diversos niveis: a) variacao nos niveis
plasmaticos de nutrientes (Pardridge,1983); b) transporte através das
células endoteliais capilares (Cremer,1982); c) transporte através da
membrana plasmatica (Roeder & Tildon,1983) e d) variagcao na
atividade enzimatica (Booth et al.,1980).

Em vitude dos danos ocasionados por uma acentuada
hipoglicemia na funcao cerebral e metabolismo energético e da
aparente inabilidade de outros substratos, que nao a glicose, para
reverter os efeitos da mesma, esta foi considerada, por longo tempo,
como substrato exclusivo para o Sistema Nervoso Central
(Sokoloff,1981).

Em 1966, estudos pioneiros de Cahil e colaboradores
comecaram a mostrar a contradicao entre o uso obrigatério da glicose
pelo cérebro e a relativa preservacédo da proteina corporal durante o
jejum.

Em 1967, Owen e colaboradores concluiram que 0s corpos
cetonicos, BOH-Butirato e acetoacetato, sdo responsaveis por cerca
de dois tercos da energia utilizada pelo cérebro durante o jejum

prolongado.
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Em 1971, Hawkins e colaboradores mediram as diferencas
arteriovenosas de glicose e corpos ceténicos em cérebro de ratos em
amamentacao e concluiram que os corpos cetdnicos parecem ser pelo
menos tdo importantes quanto a glicose como fonte de substrato
energético cerebral.

Alguns anos depois, em 1976, Moore e colaboradores estudaram
o transporte e metabolismo da glicose em ratos em amamentacdo em
diferentes idades e encontraram baixa velocidade de utilizacio de
glicose no cérebro de ratos neonatos, sugerindo um uso predominante
de outras fontes energéticas.

Desde entao, varios estudos tém sido realizados sobre o
metabolismo e transporte de corpos cetdnicos. Muitos desses estudos
dedicaram-se a verificar as diferencas arteriovenosas cerebrais de
BOH-Butirato e acetoacetato, o uso destes substratos metabdlicos
como precursores para a sintese de lipidios, seu transporte para o
cérebro e atividade das enzimas envolvidas no metabolismo de corpos
cetbnicos, assim como a regulagao da utilizacao tanto da glicose como
dos corpos cetdnicos pelo cérebro imaturo.

.4.Estudo Ontogénico do Metabolismo Cerebral

O nascimento representa uma mudanca da dieta do feto de um
alto contetdo de carboidratos e baixo contetido em lipidios, para uma
dieta pos-natal hiperlipidica e hipoglicidica.

Durante a gestacdo, o feto recebe da mae um suprimento
intravenoso continuo de substratos energéticos, oxigénio, ions, vitami-
nas e agua que cobrem as suas necessidades para 0 metabolismo
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oxidativo e de crescimento.

Os substratos metabdlicos provenientes para o feto via
placentaria sdo a glicose e os aminoacidos da circulagao materna,
além do lactato sintetizado na placenta (Bataglia & Meschia,1978). Em
muitas espécies, incluindo o rato, a placenta & pouco permeavel a
acidos graxos livres e estes substratos nao contribuem para o
metabolismo fetal oxidativo. O glicogénio e triglicerideos sao duas
reservas acumuladas pelos fetos, porém variam com a espécie, sendo
que o rato quase nao tem tecido adiposo branco ao nascer (Bataglia &
Meschia,1978).

l.4.1.Periodo fetal tardio

No rato, mais de 80% do crescimento fetal ocorre durante os
ultimos quatro dias de gestacdo (Mayor & Cuezva,1985). O glicogénio
acumula-se no figado fetal do rato, alcan¢cando uma alta concentragao
no vigésimo primeiro dia da vida fetal. A acumulacao de glicogénio no
figado fetal de ratos é antecedida pelo desenvolvimento de atividades
enzimaticas envolvidas nesta sintese; o aparecimento da glicogénio
sintase hepatica e da fosforilase é mediado por glicocorticoides
(Bashan et al.,1979). Bashan e colaboradores mostraram, em 1979,
que a insulina age como mediador na acumulacdo do glicogénio

durante o periodo fetal tardio .
1.4.2.Periodo neonatal precoce

A interrupcao da fonte energética continua transplacentaria para
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o feto ao nascimento impb6e uma completa alteracdo metabdlica
desenvolvida pelo recém-nascido. Rapidamente, o feto passa de um
periodo em que esta alimentado para uma situacao de absoluto jejum.
Para sobreviver a este periodo neonatal, tera que estabelecer
mecanismos de adaptacdo entre o periodo intra-uterino alimentado e
o periodo extra-uterino de jejum. As reservas endogenas garantirdo a
sobrevivéncia do feto até o inicio do periodo alimentar, com
fornecimento de leite materno, chamado de periodo de amamentacao.
O intervalo entre o nascimento e o periodo de inicio de alimentacao é
o periodo critico de sobrevivéncia do feto. O rato recém-nascido tem
que utilizar suas reservas energéticas até o inicio da amamentacao e
adaptar-se a dieta de alto contetdo lipidico proveniente da
amamentacao (Girard, 1986). Durante este periodo, o rato neonato é
inteiramente dependente da mobilizacao do seu estoque de glicogénio
para sobreviver. O grande poo/ de glicogénio hepatico acumulado
durante a vida fetal tardia é rapidamente mobilizado apés duas horas
de vida poOs-natal para fornecer glicose a tecidos dependentes
exclusivamente dela, mantendo sua atividade funcional, tais como as
hemacias, o tecido ocular e as gbnadas.

O glicogénio hepatico & praticamente consumido aproximada-
mente doze horas apls o parto (Shelley,1961), fazendo com que o
recém-nascido seja dependente da glicose proveniente da lactose do
leite ou da gliconeogénese (Girard ef al.,1985).

Em ratos, o periodo neonatal precoce € invariavelmente
associado com uma profunda hipoglicemia, que espontaneamente
retorna a uma normoglicemia em torno da terceira a quarta hora pos-
natal (Cake et al,1971). Porém, a glicose sangiiinea cai
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progressivamente para niveis hipoglicémicos na décima sexta hora
 (Cake et al.,1971). Os niveis de glicose permanecem entre 2,5 e 3,5
mM ao nascimento e caem para aproximadamente 1mM apés uma
hora de vida pés-natal (Girard ef al.,1985).

A concentracao de corpos cetdnicos ao nascimento é de 0,2-0,4
mM e aumenta cerca de quatro vezes nas primeiras vinte quatro horas
(Ferré et al ,1979). No periodo imediatamente pés-nascimento a
concentracao de corpos cetdnicos cai durante as primeiras seis horas
para valores préximos de 0,02mM e aumenta proporcionalmente entre
a décima segunda e a décima sexta hora (Girard ef al.,1985 ).

Os acidos graxos livres plasmaticos estao baixos ao nascimento,
0,13 mM (Girard et al.,1985) o que representa aproximadamente 30%
do valor do adulto (Yeh e Zee,1977) . Assim que os recém-nascidos
comegcam com a dieta a base de leite, cuja composicao é de : 9,2-12
% proteina ; 9,3 -15 % lipidios ; 2,8 -3,7% de carboidrato e 1,4-1,6 %
cinzas, o alto teor de lipidios proveniente do leite materno faz com que
a concentracao de acidos graxos livres aumente bruscamente para
valores maximos no primeiro dia e permaneca em niveis altos por
aproximadamente dez dias (Yeh e Zee,1977). Os niveis de acidos
graxos circulantes do rato ao nascer sao baixos (0,2 mM),
aumentando duas horas ap0s o nascimento, sendo que por volta das
dezesseis horas de vida pés-natal atingem niveis semelhantes ao do
rato adulto (Girard ef al.,1985).

Durante os trés ultimos dias de gestacao, o feto de rato acumula
substancial quantidade de lactato, provavelmente como conseqﬂéncia
da atividade da glicolise anaerébica da placenta e possivelmente por
outros tecidos materno e fetal (Angeles et al,1992). Ap6és o
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nascimento, ha um aumento do lactato, havendo a utilizacdo do
mesmo dentro das duas primeiras horas de vida pds-natal de ratos e
humanos (Medina et al.,1990). A concentracdo sangiinea de lactato
esta aumentada, sendo de aproximadamente 10 mM ; esse lactato é
rapidamente utilizado durante as primeiras duas horas de vida extra-
uterina do rato, chegando a concentracao de 1mM apds duas horas
de vida pés-natal (Fulgsang et al.,1986). Medina e colaboradores, em
1990, mostraram que o lactato é utilizado durante o periodo perinatal
pelo pulmao e cérebro de ratos e pelo cérebro de caes e humanos ;
isso sugere que o lactato pode desempenhar um papel importante
como nutriente energético de sustentacido para o feto e tecidos
neonatais durante o periodo perinatal.

Miller e colaboradores (1986) mostraram que 0 aumento da
concentracao de lactato sangiiineo em ratos, através da injecao
intraperitoneal, ocasiona uma acentuada diminuicao da utilizacdo de
glicose pelo cérebro.

Medina e colaboradores (1990) estudaram a cetogénese
hepatica de fetos de ratos com aproximadamente 19 dias, 20 dias e 21
dias, concluindo que a cetogénese a partir de lactato é dezenas de
vezes superior a cetogénese a partir de oleato nas mesmas idades.

A cetogénese hepatica em ratos a partir de acidos graxos de
cadeia longa sO apresenta significancia fisiolégica apés seis horas de
vida pos-natal, apds o inicio da amamentacdo, quando havera alta
concentracao lipidica e um periodo no qual a enzima Carnitina
Palmitoil Transferase | hepatica apresenta uma baixa sensibilidade a
inibicdo por malonil-CoA, aumentando, dessa forma, os niveis de

corpos cetdnicos (Cremer ,1982).
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O lactato € um excelente substrato metabélico para o cérebro de
neonato durante a vida extra-uterina imediata. O cérebro neonatal
utiliza lactato ndo somente como substrato energético, mas também
como fonte de carbono para a sintese de lipidios. Ele constitui, dessa
forma, o substrato intermediario entre a glicose materna do periodo
fetal e os corpos ceténicos, produto de oxidacao dos acidos graxos
lacteos. Gracas ao lactato, o cérebro pode desenvolver-se, ainda que
em uma situacao tao critica como a pré-lactancia (Medina ef al.,1990).

O consumo de lactato nao requer, provavelmente, sinais
hormonais condicionados ao parto. O oxigénio proveniente da
ventilacdo pulmonar parece ser o0 Gnico responsavel pelo inicio e pela
manutencao do consumo de lactato nestas circunsténcias. No periodo
neonatal precoce, a velocidade de glicogendlise estd baixa e a
capacidade gliconeogénica de figado € praticamente insignificante
(Girard,1986). Isso, em parte, ocasiona a hipoglicemia que ocorre
neste periodo. Tem sido bem estabelecido que, durante o periodo pés-
natal, o cérebro utiliza corpos cetbnicos tanto como fonte energética
como para sintese de lipidios (Krebs et al.,1971).

1.4.3.Desenvolvimento da glicogendélise hepatica ao nascimento

No figado neonatal, a glicogendlise esta estimulada pelo
aumento de concentracdes plasmaticas de catecolaminas secretadas
como resposta a hipoxia dos recém-nascidos (Kraus et al.,1974). Os
niveis plasmaticos de catecolaminas sdo altos ao nascimento,
diminuem rapidamente durante os primeiros trinta minutos de vida
pés-natal e aumentam significativamente na segunda hora pos-natal.
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Vérios estudos tém descrito um efeito estimulatério da
hipoglicemia na glicogenolise através da estimulacado do aumento das
catecolaminas plasmaticas na segunda hora pés-natal (Bashan ef
al.,1979). Este aumento nos niveis de catecolaminas circulantes
coincide com a alta concentracido de AMP ciclico registrada no figado
do neonato (Cuezva et al.,1980) e com o inicio da mobilizagao do
glicogénio hepatico (Cuezva et al.,1985). O processo catabdlico esta
favorecido ao nascimento como conseqiiéncia da diminuicao na razao
insulina/glucagon em virtude da rapida diminuicao na concentragcao
plasmatica de insulina ao nascimento e por um simultdneo aumento
significativo no glucagon plasmatico (Cuezva et al.,1985). Porém,
estas alteracbes hormonais acontecem durante os primeiros trinta
minutos de vida pés-natal, quando a mobilizacdo de glicogénio
hepatico ainda nao € observada (Cuezva et al.,1985).

I.4.4.Desenvolvimento da gliconeogénese hepatica ao nascimento

Determinagc‘ies realizadas em fatias de figado ou em animais
intactos tém mostrado que a gliconeogénese hepatica esta ausente no
figado de animais fetais e aumenta cerca de duas horas apo6s o
nascimento (Hamosh ef al,1995). As enzimas envolvidas na
gliconeogénese hepatica, a piruvato carboxilase, a fosfoenolpiruvato
carboxiquinase mitocondrial, a frutose 1,6-difosfatase e a glicose-6-
fosfatase tém uma atividade de 50-100 % do valor aduito no figado de
ratos logo ap6s o nascimento. Porém, a atividade da fosfoenolpiruvato
carboxiquinase citosélica € baixa e aumenta consideravelmente duas
horas apés o nascimento (Hamosh et al.,1995). A fosfoenolpiruvato
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carboxiquinase citosolica & considerada a enzima limitante da

gliconeogénese (Hanson et al.,1975).

1.4.5.Periodo de lactacao

Durante o periodo de amamentagao, o rato filhote permanece
hipercetonémico. Os niveis circulantes de fOHButirato e acetoacetato
permanecem altos até o desmame, com niveis em tomo de 1 e 2 mM
(Hawkins et al.,1971) exceto no estudo de Swiatek et al(1984), no
qual foram encontrados dados 30-50% inferiores aos outros dados
relatados. Varios estudos relatam uma diminuicdo de 25-73% no
BOHButirato e uma queda de 32-57 % nas concentracbes sangiliineas
de acetoacetato no final do periodo de amamentagdo, ou seja, em
torno do vigésimo ao vigésimo primeiro dia de vida (Hawkins et
al.,1971). Essa alteracao nos niveis de corpos cetdnicos circulantes
ocorre ao final do periodo de amamentacdo, quando os ratos
comecam a ingerir alimentos preponderantemente a base de
carboidratos, além do leite materno.

A glicemia é baixa ao nascimento e aumenta durante os primeiros
sete a dez dias de vida po6s-natal (Krebs et al.,1971) e nao mudam
significativamente ap0s o final da amamentacdo e durante o estado
adulto (Nehlig,1991).

Apoés duas horas de vida pos-natal, a lactatemia se mantém em
torno de 2 mM (Hawkins ef al.,(1971).

1.4.6.Diferencas arteriovenosas cerebrais entre a glicose e corpos
cetonicos em ratos no periodo de lactagao
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Nos ratos amamentados normonutridos, a diferenca
arteriovenosa cerebral, tanto de BOH-Butirato como de acetoacetato
sao altas durante todo o periodo de amamentacido, havendo uma
diminuicao significativa proxima ao periodo de desmame (Schroder et
al.,1991). A captacao de corpos cetdnicos pelo cérebro tem se
mostrado linear quando relacionada a sua concentracdo arterial, em
ratos de todas as idades, incluindo os ratos adultos e em criancas
(Zivin & Snarr,1972). A velocidade de captacao de acetoacetato é
duas a trés vezes maior do que a de BOH-Butirato comparada a
concentracao arterial ( Webber & Edmond,1979). Em ratos de dez dias
de idade (Kraus et al.,1974), mostrou-se que 0 cérebro esta apto a
captar e oxidar corpos cetonicos em niveis altos, assim como em
animais em amamentacao e em adultos (Schroeder ef al.,1991).

A diferengca arteriovenosa cerebral de glicose nao muda na
idade poés-natal (Hawkins ef al,1971). Existe uma significativa
producao de lactato e piruvato no cérebro de rato em amamentacao.
Em ratos adultos, normonutridos, a quantidade de afluéncia
unidirecional de glicose é cerca de duas vezes superior a
metabolizacao da glicose (Cremer & Cunningham,1981) e o excesso
de glicose captada sai do cérebro inalterada. Em animais
amamentados, uma proporcao substancial de glicose deixa o cérebro
como lactato e piruvato (Dahlquist ef al.,1976). A velocidade de
glicolise € mais rapida nos ratos de dezoito dias de idade do que a
utilizacdo de piruvato na oxidacao e sintese de lipidios (Cremer e
Heath,1974). A perda de lactato e piruvato do cérebro &€ também
conseqiéncia de uma continua entrada de lactato e piruvato
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proveniente do sangue em ratos imaturos. A entrada do lactato no
cérebro dos quinze aos dezoito dias de vida dos ratos € cerca de dez
vezes maior do que em adultos (Cremer,1982) .

A contribuicdo dos corpos cetbnicos para a producédo de
energia pode ser aumentada em algumas situacdes. Depois de
dezesseis a vinte e quatro horas de jejum, a captacao cerebral de
acetoacetato estd aumentada e a captacao de glicose esta diminuida.
A captacido de BOH-Butirato nao se altera dos dezessete aos vinte e
dois dias de vida pds-natal dos ratos. No periodo de amamentacao, a
oxidacdo de corpos cetbnicos esta aumentada cerca de 20% em ratos
mantidos em jejum (Hawkins et Al.,1971).

Apdés o desmame, com a introducao da dieta hiperglicidica,
ocorrem mudancas nas atividades da glicoquinase, L-piruvatoquinase
e na PEPCK, precedidas de alteragbes paralelas nas concentractes
do RNAm destas enzimas. O aumento da concentracdo do RNAm da
glicoquinase e da L-piruvatoquinase no desmame esta diretamente
relacionado a velocidade de transcricdo destes genes (Lyonnet et
al.,1988).

Em ratos em amamentacdo, administrando uma dieta rica em
carboidratos, em poucas horas ha uma diminuicao na concentracao da
RNAmM da PEPCK e um aumento na concentracdo da RNAm da GK
sugerindo que, no desmame, a composicao da dieta tem um papel
fundamental na modulacdo de expressao destes genes (Perdereau ef
al.,1990).

1.5.Transporte através da barreira hematoencefalica de glicose e
corpos cetdnicos em ratos imaturos
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Estda bem evidenciado a diminuicdo da permeabilidade da
barreira hematoencefalica a solutos hidrofilicos desde o nascimento
até o estado adulto (Johanson,1980). Nas primeiras cinco semanas de
vida pés-natal de ratos, sistemas de transporte ativo desenvolvem-se
nos capilares cerebrais, havendo uma reducao na permeabilidade
celular.

A glicose, que € o principal substrato metabdlico do cérebro
adulto, ndo atravessa a barreira hematoencefalica por difusdo passiva
em uma velocidade suficientemente rapida para satisfazer as
necessidades metabdlicas do cérebro. O transporte de glicose utiliza
um processo estereoespecifico mediado por carreador, denominado
difusao facilitada. Outros nutrientes energéticos de origem sangiiinea
chegam ao cérebro através de processos mediados por carreadores e
por sistemas de transporte independentes (Pardridge,1983).
Importantes vias metabdlicas cerebrais parecem ser reguladas pelo
fornecimento de substratos provenientes do sangue (Fernstrom,1976).

O estado nutricional e a eficiéncia dos transportadores da
barreira hematoencefalica sao importantes fatores no controle do
suprimento adequado de nutrientes para o cérebro. Em uma alteracao
no estado nutricional, como no jejum, ha um aumento do transporte de
corpos cetdnicos através da barreira hematoencefalica (Fulgsang ef
al.,1980).

1.5.1.Mudangas ontogénicas no transporte da glicose
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O sistema de transporte mais abundante na barreira
hematoencefalica € o carreador de glicose (Crone,1965). A seqiiéncia
de DNA do transportador de glicose no cérebro de ratos e de humanos
sdo 98% homologos (Birnbaurn et al.,1986). A expressao do gene do
transportador de glicose pela barreira hematoenceféalica parece ser
regulada pela concentracdo sangiinea de glicose (McKenna et
al.,1986).

O sistema de transporte mediado por carreador para a
glicose nao parece funcionar com toda a eficiéncia em ratos em
amamentacdo. O transporte de glicose para o cérebro & menor em
animais mais jovens, do que em adultos (Cremer et al.,1976).

A permeabilidade na barreira hematoencefalica da glicose
em cérebro de ratos recém-nascidos nas condi¢des normoglicémicas
representa 25-35 % dos valores encontrados em adultos (Fulsang et
al.1986).

Cremer et al., em 1981, e Daniel ef al., em 1978, mostraram
que os valores de velocidade maxima de transporte mediado pelos
carreadores de glicose sao significativamente mais baixos no cérebro
de ratos em amamentacao comparados aos dos adultos. Os dados de
Cremer et al. (1981) sugerem que um componente de difusdo nao
saturavel de transporte de glicose esta presente no cérebro de ratos
imaturos, além do transporte facilitado, mediado por carreador. Este
componente de difusdo, o qual existe em cérebro de ratos adultos
(Gjedde,1981), d&@ uma grande contribuicdo em animais jovens,
especialmente em altas concentracdes de glicose sangiiinea. Porém
esse componente de difusao nao foi encontrado por Daniel et al.(1978)
em cérebro de ratos imaturos. Os valores de velocidade méxima para
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o transporte de glicose ao cérebro variam em condi¢cbes fisiolégicas
especificas tais como a hiperglicemia (Abdul-Rahman e Siesj6,1980)
ou mediante o estimulo da atividade nervosa (Cremer ef al.,1981), nas
quais as velocidades de captacdo de glicose estariam aumentadas
varias vezes em relacao a ratos adultos normais anestesiados.

Em estudo de Sivitz e colaboradores, em 1989, sobre a
regulacao do ftransportador da glicose no cérebro em
desenvolvimento de ratos foi mostrado uma diminuicao significativa no
contetdo de RNAm do transportador de glicose imediatamente apés o
nascimento, seguido por um aumento gradual de volta ao nivel pré-
natal, sugerindo que o transportador de glicose cerebral de ratos é
regulado pelo desenvolvimento. O fluxo de glicose no cérebro de ratos
com duas semanas de vida € cerca de 20% dos niveis do adulto
(Moore et al,1976), possivelmente por causa das baixas
concentracoes de transportadores na barreira hematoencefalica
imatura. A afinidade do sistema de transporte para hexoses em
neonatos é semelhante ao de adultos, o que, provavelmente, se
relaciona mais a um aumento na concentracao de transportadores na
barreira hematoencefalica do que a uma mudangca na natureza
molecular (Wasteriain e Dwyer,1983). A permeabilidade capilar para a
2-deoxiglicose ap0s 0 nascimento aumenta com a idade dos animais
(Zivin & Snarr,1972).

A diferenca na quantidade de glicose transportada através da
barreira hematoencefalica entre ratos em amamentacao e adultos ndo
esta totalmente esclarecida (Dahlquist e Persson.,1976); a entrada de
glicose & maior do que a quantidade utilizada em ambos os grupos.
Em ratos adultos, a entrada de glicose no cérebro é cerca de duas
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vezes a quantidade utilizada (Cremer ef al.,1981). Em cérebro de ratos
em amamentacdo, os quais estdo aptos a utilizar corpos cetdnicos
como substratos alternativos, e em qualquer idade, o transporte de
glicose nao pode ser considerado como um fator limitante a utilizacéo
de glicose cerebral (Lund-Andersen.,1979).

I.5.2.Mudancas Ontogénicas no transporte dos acidos

monocarboxilicos

O transporte dos acidos monocarboxilicos pela barreira
hematoencefalica estad dividido entre os corpos cetbnicos, lactato,
piruvato e alfa cetoacidos, pois todos eles competem pelo transporte
feito pelo mesmo carreador (Conn et al,1983; Cremer et al,
1974,1976,1982; Oldendorf, 1972, 1973). As altas concentracbes de
BOH-Butirato acarretam baixa captacdo de lactato, assim como altas
concentracOes de lactato reduzem a captacao de POH-Butirato,
indicando que ambos o0s substrato sao transportados pelo mesmo
carreador (Cremer ef al.,1976). O piruvato, lactato e BOH-Butirato sdo
transportados através da barreira hematoencefalica pela combinacao
da difusao passiva e facilitada (Cremer et al.,1979; Oldendorf,
1972,1973; Pardridge,1983; Tildon e Roeder,1988).

1.5.2.1.Transporte de corpos cetonicos

Ao contrario da glicose, a capacidade de transporte através da
barreira hematoencefalica do BOH-Butirato estd consideravelmente
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aumentada durante todo o periodo de amamentacido (Cremer et
al.,1976,1981; Daniel et al.,1977; Moore ef al.,1976).

Conforme mostrado por Moore et al.(1976), existe um aumento
de sete vezes na permeabilidade cerebral de BOH-Butirato durante o
periodo de amamentacao, seguido por um declinio aproximadamente
igual aos trinta e cinco dias pés-natal. A quantidade calculada de
transporte diminuiu cerca de 62% entre o fim do periodo de
amamentacao e o estado adulto (Daniel et al.,(1977).

O efluxo de corpos cetdnicos do cérebro é insignificante, o que
sugere que o transporte seria um limitante no metabolismo do BOH-
Butirato; para a glicose, o transporte nao é limitante (Daniel et
al.,1978; Moore et al.,1976).

Existem evidéncias de que a entrada de corpos cetbnicos no
cérebro de ratos adultos pode estar restrita a algumas areas,
especialmente aquelas onde nao ha barreira hematoencefalica
(Hawkins,1971). Porém, nao foram encontradas evidéncias de
heterogenicidade na captag¢ao cerebral de BOH-Butirato cerebral em
ratos de dez a trinta e cinco dias de idade (Cremer,1981; Miller,1986;
Nehlig ef al.,1991).

1.5.2.2.Transporte de lactato e piruvato

A mudanca de padrao dependente da idade no transporte de
lactato e piruvato & similar a dos corpos cetbnicos, porém mais
pronunciada (Cremer,1982; Cremer et al.,1981). O cérebro de ratos
imaturos € mais permeavel ao lactato. A um nivel de lactato
plasmatico de 5 mM, a captacao do lactato € no minimo dez vezes
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maior nos ratos de quinze a dezoito dias de idade comparados aos
adultos (Cremer,1982). O carreador de lactato é estereoespecifico
(Oldendorf, 1972) e mostra saturagao cinética em animais adultos
(Oldendorf,1973; Nemoto e Severinghaus,1974). O indice de captacdo
cerebral para lactato, assim como o BOH-Butirato, é influenciado por
condicOes nutricionais e aumenta cerca de 1,5 vezes em ratos adultos
durante o jejum (Cremer ef al.,1976).

Em ratos adultos, a velocidade de entrada de lactato e piruvato
no cérebro nao aumenta na proporcao da elevacdo dos niveis
sangiiineos. Medidas das diferencas arteriovenosas cerebrais de
substratos tém demonstrado que 0 movimento de corpos cetdnicos,
lactato e piruvato através da barreira hematoencefalica ocorre em
direcbes opostas (Hawkins et al.,1971; Schoroeder et al.,1991). O
cérebro do animal adulto libera pequena quantidade de lactato no
estado alimentado (Cremer et al.,1976).

O lactato contribui significativamente como substrato energético
em situacOes de hipoglicemia apds o nascimento, tanto em neonatos
humanos (Fernandes et al.,1984), como em ratos recém-nascidos
(Arizmendi e Medina,1983).

1.6.Utilizacdo Ontogénica de Nutrientes Energéticos pelo cérebro

de ratos

Varios estudos tém demonstrado que o lactato é o principal
substrato metabdlico para o cérebro durante o periodo neonatal
precoce em varias espécies, incluindo humanos (Dombrowski, 1989).

Além disso, a velocidade de utilizacdo de lactato por fatias de
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cérebro de ratos recém-nascidos ou por células isoladas de cérebro
de ratos recém-nascidos ou cérebros de neonatos in vivo € muito
maior do que a velocidade de utilizagao de glicose e de JOH-Butirato
(Vicario et al.,1991). Durante as duas primeiras horas de vida p0s-
natal, o lactato € consumido pelo cérebro através do ciclo do acido
tricarboxilico (Medina ef al.,1990), (Fermandez et al,1984). Nesse
periodo, a gliconeogénese sO pode ser realizada a partir do glicerol
(Medina et al.,1990).

Durante as primeiras horas de vida pés-natal, o rato desenvolve
profunda hipoglicemia como conseqiiéncia da baixa velocidade da
glicogendlise hepatica (Cuezva et al,1980) e da insignificante
capacidade gliconeogénica do figado (Cake et al.,1971). Por essas
razbes, durante as primeiras horas pés-nascimento, o suprimento de
glicose nado é suficiente para preencher os requerimentos energeticos
do cérebro. Porém, o cérebro imaturo do rato esta apto para utilizar
corpos cetOnicos (Hawkins ef al,1971). O rato ao nascimento
praticamente é desprovido de tecido adiposo branco (Girard,1986).
As baixas concentragbes de corpos cetdnicos observadas durante o
periodo de pré-lactancia (Cuezva et al,1985) parecem ser uma
conseqiiéncia da inibicao transitéria da cetogénese causada pela
lacuna dos precursores cetogénicos ou cofatores (Ferré et al.,1979)
mais do que pelo aumento de utilizacdo dos corpos cetdnicos.
Durante o periodo neonatal precoce antes do inicio da amamentacao,
o cérebro é suprido por substratos alternativos outros que nao os
corpos cetbnicos.

A concentracdo do lactato é elevada durante o final da gestacéo
e as concentracdes alcancadas sao maiores do que 10 mM durante os
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primeiros minutos da vida extra-uterina (Cuezva et al.,1985). Porém,
muito do lactato acumulado durante o final da gestacao é utilizado nas
primeiras duas horas de vida extra-uterina, isto &, antes do inicio da
amamentacao ( Juanes et a/.,1986 ).

O lactato no cérebro pode ser rapidamente oxidado a piruvato
pela lactato desidrogenase, sendo que a atividade desta enzima esta
elevada em cérebro de ratos recém-nascidos (Booth et al.,1981). O
lactato representa o principal nutriente energético para o cérebro
durante o periodo perinatal precoce. A versatilidade do cérebro do
recém-nascido na utilizacao de substratos alternativos para o
metabolismo oxidativo contribui para a tolerancia do cérebro imaturo a
efeitos deletérios tais como a hipoxia, hipoglicemia e outros fatores de
estresse metabdlico.

O cérebro imaturo permanece flexivel no minimo até o periodo
de amamentacao na utilizacao de nutrientes energéticos, eétando apto
para utilizar lactato para producao energética toda vez que os seus
niveis circulantes aumentarem (Booth ef a/.,1981).

A sobrevivéncia pds-natal depende da correta adaptacao a vida
extra-uterina imediata. Estudos de Medina e colaboradores, em 1985,
mostraram que a mortalidade pés-natal de ratos neonatos imaturos,
que nasceram um dia antes do término da gestacao ( 5% do periodo
gestacional) , foi cerca de dez vezes maior do que a de ratos que
completaram o periodo gestacional. Uma das causas da mortalidade
dos neonatos prematuros sao as reservas escassas de glicogénio ao
nascimento, pois a sintese de glicogénio hepatico é interrompida, ndo
havendo acumulo da quantidade necessaria de consumo para o
mesmo. Outra causa atribuida para a mortalidade do grupo prematuro



30

esta relacionada a maturidade pulmonar, que n&o € plena nos animais
prematuros, interferindo dessa forma no aproveitamento energético do
lactato, que nas primeiras horas de vida pos-natal é o nutriente
essencial para sobrevivéncia a este periodo critico.

I.7.Regulagdo da glicogénese hepatica no recém-nascido:

O rato em amamentacao necessita de uma aporte constante de
glicose, parcialmente suprida pelo contetido do leite. Os requerimentos
de glicose sdao complementados por uma gliconeogénese ativa
durante um periodo de amamentacao, no qual os principais substratos
gliconeogénicos s@o o lactato, o glicerol e os aminoacidos
gliconeogénicos (Girard,1986). O aumento potencial deste processo
durante o periodo de amamentacdo esta refletido nos niveis das
enzimas-chave regulatérias da gliconeogénese: a piruvato carboxilase,
a fosfoenolpiruvato carboxiquinase, a frutose 1,6 difosfatase e a
glicose-6-fosfatase (Snell,1981). A atividade de todas estas enzimas
sa&o consideradas elevadas, comparando-se o valor adulto no figado
de ratos em amamentacao ( Ballard ,1971 ).

Quando a atividade de todas as enzimas gliconeogénicas
alcanca os niveis de adulto no figado de ratos recém-nascidos, isto &,
seis a oito horas pds-nascimento, outros fatores passam a regular a
gliconeogénese hepdtica, tais como o suprimento de precursores
gliconeogénicos como o lactato, galactose, aminoacidos, glicerol e a
disponibilidade de acidos graxos livres do leite (Girard,1986). O
suprimento de substratos gliconeogénicos e de acidos graxos livres é
de crucial importancia para suprir altas velocidades de gliconeogénese
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e para manter a normoglicemia em recém-nascidos.

No figado, a oxidacdo de acidos graxos formnece cofatores
essenciais (acetilF-CoA, NADH e ATP) para possibilitar uma gliconeo-
génese adequada. Em tecidos periféricos, a oxidacdo de acidos
graxos inibe a oxidacdo da glicose e estimula a producdo de
precursores gliconeogénicos ( lactato,piruvato e alanina) (Girard et
al., 1985 ).

Ao nascer, a atividade da piruvato carboxilase, da PEPCK
mitocondrial da frutose-1,6-bifosfato e da glicose 6 —P, no figado de
ratos,estd em tomo de 50-100% do valor encontrado em figado de
animais adultos (Warnes et al.,(1977).

A atividade da PEPCK citosélica no nascimento estd baixa,
correspondendo a aproximadamente 0-25 % do valor encontrado em
animais adultos aumentando de forma significativa apds as primeiras
horas de vida pds-natal (Robinson ef al.,1976).

Girard e colaboradores, em 1986, mostraram que a PEPCK
citosélica € uma enzima limitante da gliconeogénese em neonatos.

1.8.Corpos Cetdonicos como substratos importantes no periodo de

lactacao

Trabalhos efetuados por Williamson e colaboradores, em 1971,
mostraram a existéncia, no cérebro, de enzimas necessarias para
converter corpos cetbnicos em acetil-CoA. Simultaneamente, Page e
colaboradores (1971) compararam a atividade dessas enzimas nos
diversos tecidos ao longo do periodo de lactagcdo, o que permitiu
compreender que nesta etapa o cérebro € o principal consumidor de
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corpos cetbnicos. Webber e Edmond, em 1979, comprovaram que 0o
cérebro utiliza os corpos cetbnicos ndo sé para obter energia, mas
também como precursores da sintese lipidica, acontecimento critico
para o cérebro em desenvolvimento, porque este experimenta uma
elevada mielinizacdo. Ambos 0s usos, energético e biossintético, nao
sdo alternativos ao consumo de glicose, mas preferenciais, como foi
demonstrado por Edmond e colaboradores, em 1984, em diversos
tipos de células cerebrais isoladas e por Yeh e Sheehan, em 1985,

em preparacdes pulmonares.
1.8.1.Mecanismos Regulatérios da Cetogénese

A concentracdo de corpos cetdnicos no sangue se encontra
regulada por dois niveis, conforme segue.
1) Aporte de acidos graxos ao figado
A quantidade de acidos graxos nao esterificados que fluem até o
figado deve ser considerada, pois esses sao 0s principais precursores
de corpos cetbnicos. A procedéncia dos acidos graxos €& tripla:
dietética, adipocitaria e do préprio figado. A liberacdo desses
compostos a partir dos triglicerideos armazenados no tecido adiposo
esta controlada por varios horménios, principalmente a insulina, que é
o unico horménio antilipolitico. Os niveis basais de insulinemia sdo
suficientes para inibir a liberacao de acidos graxos do tecido adiposo.
O glucagon, cortisol e o hormdnio de crescimento exercem um efeito
lipolitico sobre o adip6cito, mas sé sao eficazes, in vivo, se atuarem
em auséncia relativa ( jejum e exercicio muscular ) ou absoluta de
insulina (diabetes insulino dependente), porque os trés hormoénios
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possuem também um efeito insulinossecretor que se opde a sua acao
lipolitica. As catecolaminas, ao contrario, estimulam a lipdlise e inibem
a insulinossecrecao, dai os seus efeitos sobre o tecido adiposo serem
mais eficientes (Alberti e colaboradores,1978).

2 )Atividade cetogénica hepatica

A cetonemia depende da prépria atividade cetogénica do figado.
O glucagon estimula a cetogénese, a qual é diminuida pela insulina.
Uma queda na relagao insulina/glucagon no plasma determina um
aumento na producdao de corpos cetdnicos, mesmo nao havendo
alteracOes nas disponibilidades hepaticas de acidos graxos. Isso se
deve a existéncia de uma regulacdo intra-hepatica metabdlica de
acidos graxos captados pelo figado.

O principal controle da cetogénese hepatica ocorre a nivel da
CPT |, enzima localizada na membrana mitocondrial externa. A CPT |
€ inibida por malonil-CoA. Quando houver uma relacdo insulina/
glucagon elevada a CPT | estara inibida, devido ao fato da acetil-CoA
carboxilase estar ativada. Essa enzima catalisa a reacao de sintese da
malonil-CoA. A atividade da CPT | também é dependente da sua
sensibilidade a inibicao por malonil-CoA.

A cetogénese a partir de acidos graxos de cadeia curta e de
cadeia média nao dependem da atividade da CPT |. Esses acidos
chegam a matriz mitocondrial como tal e entdo sao transformados em
acilas CoA.

Com a diminuicdo da concentracdo de malonil-CoA e
conseqiiente ativacdo da CPT I, ha um aumento no transporte de
acidos graxos para a matriz mitocondrial. A via da beta-oxidacao
apresenta uma baixa saturabilidade, portanto o grande aumento de
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acilCoA ocasiona uma quantidade extremamente elevada de acetil-
CoA. O ciclo de Krebs é uma via metabdlica que satura facilmente,
este excesso de acetil-CoA ocasionado pela ativacao da CPT | é
utilizado pelo sistema enzimatico de sintese de corpos cetbnicos
(Girard et al.,1992).

1.8.2 Efeito Modulador da Malonil-CoA durante a transicao fetal -

neonatal

Saggerson e Carpenter (1990) admitiram a existéncia de uma
diminuicao da sintese de acidos graxos no figado durante a transicao
fetal-neonatal, pois a queda da concentracao intra-hepatica de malonil-
CoA acarreta uma maior intensidade da entrada de acidos graxos
longos na mitocondria. A propria capacidade inibitéria da malonil-CoA
sobre a CPT |, durante o jejum das primeiras horas pds-nascimento,
diminue as condi¢cbes de sintese de acidos graxos. Essa diminuicao
supde uma modificacao fisiologicamente coerente com a capacidade
modulatéria do malonil-CoA e tem o efeito de potencializar o uso dos
acidos graxos nestas condicbes (Ontko & Johns,1980).

Nas primeiras horas de vida p6s-natal dos ratos, a CPT | € mais
sensivel a inibicao por malonil-CoA (Saggerson & Carpenter ,1982).
Essa sensibilidade a inibicao por malonil-CoA diminui acentuadamente
ap0s doze horas de vida p6s-natal (Girard et al.,1985).

A oxidacao de acidos graxos de cadeia longa é baixa antes das
doze horas de vida pos-natal dos ratos, apesar dos niveis de malonil-

CoA serem relativamente baixos em relacdo aos niveis do rato

L IR
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por malonil-CoA da CPT | diminuir acentuadamente a partir das doze
horas de vida pos-natal dos ratos (Girard et al.,1985) .

1.8.3. Cetogénese no primeiro dia pés-natal

Logo ap6s o nascimento, o nivel dos corpos cetbnicos esta em
torno de 0,2 mM. ApGs as primeiras trés horas de vida pds-natal, os
niveis dos corpos cetdnicos diminuem acentuadamente. Apds doze
horas de vida pés-natal os niveis de corpos cetbnicos chegam a 1,5-
2,0 mM, aumento que coincide com a diminuicdo da sensibilidade a
inibicao por malonil-CoA da CPT | (Girard et al.,1980).

Estudos de Ferré e colaboradores, em 1979, sugerem a
existéncia de uma capacidade modulatéria intra-hepatica, pois
quantidades importantes de acidos graxos fluindo até o figado desde a
segunda hora de vida pés-natal ndo aumentam significativamente a
cetogénese até doze horas apds 0 nascimento, 0 que sugere que a
disponibilidade de acidos graxos ndo € um fator limitante a
cetogénese. Dombrowski ef al., em 1989, mantiveram ratos em jejum,
pos-nascimento, e forneceram emulsGes de triglicerideos de cadeia
longa, observando aumento dos acidos graxos livres no plasma.
Porém, s6 observaram efeito hipercetonemiante quando a emulsao foi
administrada a partir das doze horas de vida p6s-natal.

O cérebro do rato neonato esta preparado para a utilizacdo de
corpos cetdnicos, pois as enzimas necessarias estdo aumentadas
durante todo o periodo de Iactagéo. O cérebro do neonato utiliza os
corpos cetdnicos nao somente como fonte energética, mas também
como fonte de esqueletos carbonados necessérios para o seu
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crescimento e desenvolvimento. Deve-se levar em conta que a
maquinaria lipogénica é citoplasmatica. Desta forma, o acetil-CoA
destinado a este fim deve sair da mitocondria na forma de citrato. O
transporte de acetiFCoA em forma de citrato € um processo que
consome energia, pois a citrato liase requer a hidrolise de uma
molécula de ATP para cada molécula de acetil-CoA liberada. A enzima
exclusiva nesta etapa do desenvolvimento, a acetoacetil-CoA
sintetase, catalisa a conversao direta de acetoacetato em acetoacetil-
CoA no préprio citoplasma, sem necessitar de enzimas mitocondriais.
A presenca da acetoacetil-CoA sintetase no cérebro neonatal tem
uma funcao exclusiva e transitéria de servir de via para a sintese de
lipidios para as estruturas cerebrais a partir de corpos cetdnicos
plasmaticos. No cérebro adulto, a utilizacao de corpos cetdnicos nao é
uniformemente utilizada por todo o Sistema Nervoso Central; ja no
periodo de lactagao, a utilizacdo de corpos cetdnicos pelo cérebro é
uniformemente utilizada por todo o Sistema Nervoso Central (Fulsang
ef al.,1986).

A homeostasia energética esta assegurada pelos acidos graxos
e corpos cetbnicos como substratos alternativos a glicose para
assegurar o0 desenvolvimento e crescimento dos tecidos
(Herrera,1966). Observando a evolucdo da concentracdo plasmatica
dos corpos cetdnicos, podemos distinguir que existe um longo periodo,
imediatamente apés o parto, em que a concentracdo de corpos
cetonicos aumenta significativamente de 0,2 mM para 2mM (Hawkins
et al.,(1971). Apesar disso, a liberacao de acidos graxos ao sangue nao
é tao imediata. A lipGlise p6s-natal esta atrasada no neonato humano,
possivelmente como conseqiiéncia do atraso da queda da razao
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insulina/glucagon. Porém, quando a lipblise ocorre, a aparicdo de
acidos graxos no sangue nao é acompanhada do aumento da
concentracdo de corpos cetbnicos. A carnitina no figado neonatal nao
esta disponivel, dai o comprometimento do transporte de acidos
graxos ao interior da mitocOndria, o que é imprescindivel para sua
oxidacao e, por conseguinte, para sua transformacao em corpos
cetbnicos. Ao iniciar o periodo de amamentacao, a carnitina presente
no leite materno possibilita a oxidacao dos acidos graxos.

Iniciado o periodo de lactacido, os lipidios do leite materno
mantém a hipercetonemia pds-natal (Dueé et al.,1983). O leite contém
uma elevada proporcao de acidos graxos de cadeia média (35%)
sendo hidrolisados por uma lipase lingual ingerida junto com o leite.
Estes acidos se liberam no estdmago, sendo absorvidos pela mucosa
gastrica e alcancando rapidamente o figado, como nao requerem
camnitina para sua oxidacao intramitocondrial, sua eficacia cetogénica
€ maior do que a dos acidos graxos de cadeia longa, cuja absorcao
acontece no intestino delgado necessitando carnitina e CPT | para sua
oxidacao (Well,1985). O leite da rata contém carnitiha a uma
concentracao de aproximadamente 0,3 mM (Robles-Valdes et
al.,1976) e prové o figado do recém-nascido, cuja capacidade de
sintese é baixa. Iniciada a lactacdo, nas duas primeiras horas de vida,
o figado ja contém carnitina e acil-carnitina em proporcdes elevadas
(Ferré et al.,1978), de modo que este fator ndo constitue, in vivo , uma
limitacao para a cetogénese.

Uma cetogénese eficiente é inteiramente dependente dos acidos
graxos livres provenientes da hidrolise dos triglicerideos do leite (Ferré
et al.,1979). Assim que a lactacao € iniciada, o recém-nascido recebe
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uma dieta de alto contetido lipidico e baixo contetudo de carboidrato
(Luckey et al,1954) e o0 recém-nascido rapidamente desenvolve,
adicionando a producdo de glicose a partir da gliconeogénese, uma
rota metabdlica para oxidar acidos graxos livres. O rato recém-nascido
recebe 69% de seu consumo energético como lipidio e somente 6%
como carboidrato do leite (Ferré ef al.,1979).

A capacidade para oxidacao de acidos graxos de cadeia longa e
producao de corpos cetdnicos € muito baixa no figado fetal e aumenta
significativamente, alcancando valores de adulto durante as primeiras
vinte e quatro horas seguidas do nascimento (Bailey &
Lockwood,1973).

Estas mudancas estdo acompanhadas por uma aumento na
atividade de enzimas envolvidas da beta oxidagcdao no figado e
particularmente na atividade do sistema carnitina palmitoiltransferase
(Augenfeld & Fritz,1970). A camitina também aumenta sua
concentragcado no figado apds nascimento em ratos em amamentacao.
A atividade das enzimas da via da Bhidroximetilglutaril-CoA,
responsavel pela sintese de acetoacetato a partir do acetyl-CoA,
também aumenta durante as primeiras vinte e quatro horas de vida
pés-natal (Hipolito-Reis ef al.,1974).

O aumento na cetogénese nao parece ser simplesmente
regulado por uma aumento nos acidos graxos livres do plasma e pela
concentracdo de camitina hepatica (Ferré et al.,1979). Estudos com
hepatocitos isolados e mitocondrias hepaticas isoladas de ratos e
coelhos recém-nascidos tém demonstrado que o aumento na
capacidade de oxidacao de acidos graxos e cetogénese resultam de

trés fatores:
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(1) uma diminui¢do na lipogénese e na concentragao de malonyl-CoA
(Ferré et al.,1979);

(2) uma diminuicao na sensibilidade da carnitina paimitoiltransferase |
pela inibicdo por malonyl-CoA junto com um potencial diminuido na
concentracao de malonyl-CoA (Girard ,1986). A relacdo inversa entre
lipogénese e oxidacao de acidos graxos pds-nascimento somada a
diminuicdo na sensibilidade da CPT | para malonyl-CoA, sugere que a
chave para a cetogénese hepatica pds-natal & mediada pela malonyl-
CoA (Ferré et al.,1979).

(3) a ativagao da BOH-metilgiutaril-CoA sintase secundaria a retirada
da succinila da enzima em resposta a uma  diminuicdo na
concentracao mitocondrial de succinyl-CoA (Quant ef al.,1991). Essa
enzima € a limitante do ciclo da BOH-metil-glutaril-CoA e mostra uma
atividade aumentada em trés vezes entre 0 nascimento e o primeiro
dia de vida p6s-natal (Hipolito-Reis ef al.,1974).

1.9.Interacdo entre oxidacao de acidos graxos livres, cetogénese e
gliconeogénese em ratos recém-nascidos

Em ratos adultos em jejum, a gliconeogénese ocorre no figado
concomitantemente a uma elevada oxidacdo de acidos graxos e alta
velocidade de cetogénese.

O periodo neonatal € uma situacao fisiolégica na qual a
gliconeogénese e a oxidagao de acidos graxos estdo intimamente
associadas, sendo que o rato recém-nascido mantém a glicose
sangiinea normal durante uma gliconeogénese ativa (Ferré et
al.,1979) sustentada por uma oxidacdo ativa de A&cidos graxos



40

hepaticos (Dueé ef al.,1983). Ao contrario, em ratos recém-nascidos
em jejum, 0s quais tém baixissimas concentracdes de acidos graxos
livres circulantes (devido a auséncia de tecido adiposo branco ao
nascimento) e uma baixa velocidade de oxidacdo de acidos graxos
hepéaticos (Ferré ef al.,1979), a gliconeogénese hepatica esta
significativamente diminuida e a hipoglicemia é desenvolvida (Girard et
al.,1985). Um aumento no aporte de precursores gliconeogénicos para
o figado, associados com acidos graxos de cadeia longa, elevam a
gliconeogénese hepatica e invertem a hipoglicemia induzida pelo jejum
(Ferré et al.,1979).

Um aumento similar na producao de glicose € observada quando
acidos graxos de cadeia longa sao adicionados a hepatécitos isolados
de ratos de um dia de idade em jejum (Girard et al.,1985). Ferré e
colaboradores, em 1979, mostraram que a inibicao da gliconeogénese
hepatica em ratos recém-nascidos em jejum €& revertida pelo
fornecimento de triacilglicerol. Tais resultados mostraram que a
diminuicao da concentracao de substratos gliconeogénicos nao € o
unico fator limitante a atividade da gliconeogénese em ratos recém-
nascidos em jejum. Os acidos graxos sao importantes ativadores da
gliconeogénese, pois fornecem energia (ATP) para o processo de
gliconeogénese, bem como acetilCoA, que ativa a enzima piruvato
carboxilase. Tanto acidos graxos livres disponiveis como a oxidacao
de acidos graxos hepaticos parecem essenciais para sustentar a
gliconeogénese hepatica (Dueé etal.,1983).
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1.10.Utilizacdao Cerebral de Corpos Cetonicos

Durante a cetose do periodo de amamentacdo no rato, os
corpos cetdnicos constituem uma proporcao importante, 22-76% do
balangco do metabolismo energético total do cérebro (Hawkins et
al.,1971).

Ao contrario da utilizacao da glicose pelo cérebro de ratos
imaturos, a utilizacdo cerebral de corpos cetdnicos esta muito ativa
durante o periodo de amamentacdo, quando esses substratos sao
fornecidos em altas quantidades pela circulagdo sangilinea. A
utilizacao de corpos cetdnicos € homogénea em cérebro de ratos
imaturos. A seletividade regional na captacdao de corpos cetdnicos é
aparentemente um fendmeno idade-dependente, o qual somente
aparece no trigésimo quinto dia pos-natal (Girard ef al.,1992).

1.11.Sintese de lipidios a partir de glicose e corpos cetonicos

Os lipidios perfazem aproximadamente 60% do peso seco do
tecido nervoso (Middleton, 1975) e sao importantes constituintes
estruturais e funcionais do cérebro de mamiferos. O cérebro & UGnico
nesta composicao lipidica, especialmente de lipidios sintetizados e
armazenados durante a maturacao (Yeh et al.,(1977). A mielina perfaz
60-70% do total de lipidios cerebrais e do contetdo de acidos graxos
(Zammit,1981).

No rato, o contetudo de acidos graxos do cérebro aumenta mais
do que quatro vezes no periodo entre o0 quinto dia pés-nascimento e o
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estado adulto.

.12.Sintese de lipidios a partir da glicose em cérebro de ratos

imaturos

No primeiro dia de vida p6s-natal, no cérebro de ratos, 57% do
total de glicose utilizada é oxidada para producao de energia e 43%
para a sintese de lipidios. Entre o sexto dia de vida e a idade adulta,
77-86% do total de glicose é utilizada pelo cérebro para producao de
CO; e somente 14-23% para a sintese de lipidios (Yeh ef al,1977). A
sintese de acidos graxos e esterbis a partir da glicose em cérebro de
ratos de dezoito dias de idade € um processo menos eficiente do que
a sintese lipidica a partir de corpos cetonicos neste periodo (Owen et
al.,1975). Os lipidios sintetizados a partir da glicose incluem
fosfolipidios, glicerideos, colesterol e acidos graxos livres ( Yeh et
al.,(1977). Porém, a glicose parece ser um precursor mais eficaz para
a sintese de acidos graxos do que para a sintese de esterbis no
cérebro de ratos de dezoito dias de idade (Escriva ef al.,1984). A
sintese de lipidios a partir da glicose é baixa, e nao varia
acentuadamente com a idade dos ratos. A capacidade para sintetizar
lipidios a partir de glicose € baixa e um tanto inalterada durante todo o
desenvolvimento pds-natal (Yeh et al.,(1977). A mais ativa biossintese
de lipidios a partir de glicose é encontrada no tronco cerebral (Yeh et
al., 1977).

Da mesma forma, em culturas primarias de neurdnios, astrocitos
ou oligodendrocitos, a glicose é preferencialmente utlizada para
producao de energia, sendo ativamente convertida em lactato e
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participando pouco para a biossintese de lipidios (Edmond et
al.,(1985).

.13.Evolugdo poés-natal da velocidade de sintese de lipidios a
partir de corpos cetonicos em cérebro de ratos

A placenta da rata € permeavel aos corpos cetdnicos, 0s quais
sao rapidamente utilizados pelo feto para a sintese de acidos graxos e
colesterol a uma velocidade maior do que a que ocorre na rata mae.
Aos vinte e um dias de gestacao a sintese de lipidios a partir de BOH-
Butirato é muito baixa (Robinson & Williamson,1980).

Apods o nascimento, a velocidade de sintese “de novo* de acidos
graxos a partir do acetoacetato é onze vezes maior no rato de um dia
de idade do que no rato adulto. Esta quantidade aumenta até o quinto
dia de idade, caindo acentuadamente durante todo o periodo de
amamentacdo (Yeh et al.,1977). Outros autores tém encontrado um
pico na sintese de lipidios cerebrais a partir de corpos cetdnicos no
oitavo dia de vida p6s-natal (Patel & Balazs,1980), no décimo segundo
dia de vida pds-natal (Snell,1981) ou no décimo quinto dia de vida p6s-
natal (Pollak,1977).

Os corpos cetOnicos sao utilizados mais prontamente para a
sintese de lipidios cerebrais do que a glicose, especialmente em
cérebro de ratos imaturos. Eles tém um papel importante na sintese
dos principais lipidios cerebrais, dependente das necessidades do
cérebro em crescimento e da mielinizacdao. Os corpos cetbnicos
comportam-se diferentemente da glicose, possuindo precursores
diretos para a biossintese do colesterol cerebral. De forma oposta, a



glicose é preferencialmente utilizada como fonte energética para o
cérebro de ratos durante o periodo de amamentacgao.

l.14.Interacoes entre a utilizacdo de corpos cetonicos e glicose
em cérebro de ratos imaturos

O cérebro utiliza uma variedade de substratos para producao de
energia e COmo precursores para neurotransmissores e componentes
estruturais. Durante o periodo de rapido desenvolvimento cerebral do
cérebro, os mecanismos regulatérios de utilizacdo dos corpos
cetbnicos sao diferentes dos utilizados para a regulacao da utilizacao
da glicose (Tildon et al,1983). A compartimentalizagao das atividades
metabdlicas nas organelas subcelulares exerce um importante papel
nas interacdes entre estas fontes energéticas.

Em situacbes onde ocorrem altos niveis de corpos cetbnicos
sangliineos, a concentracao cerebral de glicose, glicose-6-P, piruvato,
citrato, alfacetoglutarato, malato e glutamato estda aumentada
(Miller,1986), sugerindo que uma aguda hipercetonemia diminui o
fluxo das reagOGes da hexoquinase, fosfofrutoquinase e piruvato
desidrogenase. Porém, a captacdo de substratos no ciclo do acido
tricarboxilico temporariamente excede a liberacdo de CO2,
acarretando aumento dos niveis de intermediarios do ciclo e dos niveis
de glutamato (Miller,1986). Outras observactes com cérebro de ratos
in vivo (Schroeder et al.,1991) e in vitro (Sivitz et al.,1989), sugerem
que corpos cetdnicos inibem a oxidacdo do piruvato por uma inibicdo
do feedback por acetyl-CoA no complexo piruvato dehidrogenase. A
relacao entre o complexo piruvato dehidrogenase ativo/inativo esta
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reduzida em 18% da atividade na presenc¢a de BOH-Butirato (Winick ef
al.,1971). A inibicao da velocidade da descarboxilacao do piruvato
pode estar relacionada ao aumento na razdo da acetil-CoA/CoA
induzido pela hipercetonemia. Porém, o BOH-Butirato pode também
inibir o complexo piruvato dehidrogenase por competicac com o
piruvato intramitocondrial, reduzindo a quantidade de piruvato
disponivel (Booth ef al.,1981).

Os corpos cetdnicos sao melhores precursores do que a glicose
para a sintese de lipidios cerebrais, no periodo de lactacao. Porém, a
formacao lipidica a partir de corpos cetdnicos pode ser totaimente
efetiva na presenca de glicose a qual fornece o NADPH necessario
para esta rota metabolica (Sokoloff,1981).

1.15. Mudancas ontogénicas na atividade enzimatica

A atividade das enzimas da rota de utilizacdo de corpos
cetbnicos em cérebro de cobaia é baixa durante o periodo gestacional,
no periodo neonatal e apresenta um pequeno aumento durante o
periodo de lactagcido (Booth et al.,1980). Em contraste, estas enzimas
(BOH-Butirato desidrogenase, 3-cetoacidoCoAtransferase, acetoacetil-
CoA-tiolase) no cérebro de ratos apresentam um aumento de trés a
quatro vezes, durante o periodo de lactacido em relacdo aos niveis
destas enzimas no rato adulto (Booth et al.,1980).

As atividades da hexoquinase (mitocondrial e citosélica), piruvato
desidrogenase, lactato desidrogenase e citrato sintase apresentam um
acentuado aumento no cérebro de cobaia nos ultimos dez a quinze

dias antes do nascimento, de modo que ao nascimento a cobaia
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possui as atividades destas enzimas semelhantes as atividades
encontrada na cobaia adulta (Booth ef al.,1980). Isto contrasta com o
desenvolvimento destas enzimas em cérebro de ratos, onde estas
enzimas aumentam sua atividade a partir do décimo ao décimo quinto
dia de vida pés-natal.

O aumento das atividades das enzimas da glicélise aerdbica se
correlaciona com o inicio da competéncia neurolégica nas duas
espécies, a cobaia uma espécie precocial nasce neurologicamente
competente, e o0 rato uma espécie nao precocial que nasce
neurologicamente imaturo (Booth ef al.,1980).

l.16.Metabolismo da Glicina

Uma atengao especial tem sido dada ao metabolismo da glicina
no Sistema Nervoso Central, por sua importdncia como
neurotransmissor inibitério e pela sua habilidade em potencializar a
acao do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) (Danysz & Parsons,
1998). Além disso, vem sendo realizados estudos em relacdo ao seu
catabolismo, em funcdo de distarbios do sistema enzimatico
responsavel por sua degradacdao em pacientes com hiperglicinemia
nao cetoética (Daly et al.,1976). A glicina também atua na regulacéo do
pool de grupos monocarbdnicos (Hiraga ef al.,1981).

A glicina, um aminoacido ndo essencial, é, estruturalmente, o
mais simples dos aminoacidos. No cérebro, estd intimamente
relacionado com o metabolismo intermediario, além de ser um
precursor de proteinas.

No Sistema Nervoso Central, a glicina pode ser faciimente
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sintetizada a partir da serina, através da remocdo de um &tomo de
carbono pela serina hidroximetil transferase (Daly ef al.,1976).

A glicina pode ser convertida em serina, numa reacao catalisada
pela serina-hidroximetil transferase, seguida pela reacdo catalisada
pela serina-desidratase, que tem como produto o piruvato, o qual, por
descarboxilacdo oxidativa, forma acetil-CoA, que podera ser oxidado
através do Ciclo de Krebs. Entretanto, a principal via do catabolismo
da glicina no cérebro, figado, rins e placenta € a sua clivagem
oxidativa a CO, , amdnia e um grupo metileno, pela agao enzimatica
do sistema de clivagem da glicina (SCG) (Sato et al,1991; Daly et
al.,1976; Hiraga et al.,1981; Ewart et al.,1992)(Figura 1.2).

O Sistema de Clivagem da Glicina consiste de quatro
componentes protéicos denominados: proteina P (uma proteina
contendo piridoxal fosfato), proteina H (uma proteina contendo acido
lipéico, inicialmente denominada como proteina carreadora de
hidrogénio); proteina T (proteina de catalise depehdente do
tetrahidrofolato), e a proteina L (uma lipoamido dehidrogenase). O
sistema de clivagem da glicina esta restrito a mitocondria (Sato,1991).

Em estudos realizados por Sato e colaboradores (1991), sobre a
localizacao do sistema de clivagem da glicina, em cérebro de ratos de
quatorze dias de vida pos-natal, foi mostrado que a proteina P
(constituinte do Sistema de Clivagem da Glicina) estava presente
apenas nos astrocitos, localizada nas mitocdndrias, indicando serem
estas células o principal sitio de degradacao da glicina no Sistema
Nervoso Central, sugerindo que um dos fatores na hiperglicinemia nao
cetdtica é um distubio dos astrécitos. Observaram também que a
proteina P variava em quantidades diferentes de acordo com a regiao
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cerebral. Em algumas regides, como no hipocampo, cerebelo e retina,
mostraram alto contetdo da proteina P, enquanto que outras, como
por exemplo a medula oblonga, apresentaram pouco conteudo da
proteina.

Bixel e colaboradores, em 1993, mostraram que em uma cultura
rica em astrocitos, a meia-vida da leucina foi de oito dias, a valina
apresentou uma meia-vida de dezesseis dias e a glicina foi
completamente consumida do meio de cultura em quatro dias.

Estudos realizados por Mase e colaboradores (1996) mostraram
que a incorporacado de glicina marcada em proteinas, por fatias de
cortex cerebral de cobaias, foi aproximadamente duas vezes maior do
que por fatias de figado. A incorporacao de glicina pela substancia
branca foi cerca de 80% maior do que pela substancia cinzenta; nao
houve diferenca entre fatias das partes anterior, intermédia e posterior

do cértex cerebral.
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1.17.Metabolismo da Glutamina

E bem estabelecido que a glutamina é o principal precursor para
os neurotransmissores glutamato, acido gama-aminobutirico (GABA) e
aspartato (Bradford et al.,1978; Hamberger et al.,1979; Reubi,1980).
Estudos de Tildon e Roeder (1984) sugerem que a glutamina pode
prover energia para o cérebro.

Tildon e colaboradores (1983 ) utilizaram glutamina nao marcada
que foi efetiva na competicdo com a glicose. Porém, a adicdo de
glicose nao marcada nao mostrou efeito na oxidacao da glutamina.
Tais resultados sugerem que a glutamina ou um de seus metabdlitos
inibe uma etapa da via de metabolizacdo da glicose no cérebro. No
figado, a glutamina inibe a atividade da piruvato dehidrogenase
(Haussinger et al.,1982). O mesmo grupo de pesquisadores mostrou
que o POH-Butirato e o acetoacetato elevam a producéo de CO, a
partir da glutamina em homogeneizados de cérebro de ratos com
idade de até vinte dias. O mecanismo atribuido para este aumento foi
relacionado a liberacao da inibicado da atividade da alfa-oxoglutarato
dehidrogenase, sendo que tal inibicdo ocorre no sinaptossoma e nao
na mitocondria isolada (Roeder ef al.,1983). Estudos sobre a enzima
3-oxo-acido CoA transferase mostraram que os seus valores estavam
aumentados em duas vezes nas terminacbes nervosas, quando
comparados aos valores encontrados em mitocOndrias isoladas de
cérebro de ratos de quinze a dezoito dias de idade (De Vivo et
al.,1976). Foi mostrado (Garland,1964; Smith et al,1974) que a
succinil-CoA é um efetivo inibidor da enzima alfa-oxoglutarato
dehidrogenase; portanto, a adi¢cao de corpos cetdénicos pode diminuir a
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quantidade de succinil-CoA por utilizé-la para a sintese de acetoacetil-
CoA (produzindo succinato livre). Como conseqiéncia, a oxidacao da
glutamina pode ser menos inibida. Os dados de elevacao de oxidacao
da glutamina pelos corpos cetbénicos foram encontrados em animais
de até 20 dias de idade, mas ndo em animais adultos, sendo
concordante com a bibliografia que estabelece alta atividade das
enzimas de metabolizacdo dos corpos cetbnicos em animais jovens
(Page et al.,1971; Tildon et al.,1971).

Roeder e colaboradores (1983) mostraram que a oxidacao da
glutamina a CO, por células isoladas de cérebro de ratos adultos foi
duas vezes superior a oxidacao da mesma por células isoladas de
cérebro de ratos de dois dias de vida pds-natal. Os referidos autores
nao encontraram diferencas na oxidacdo da glutamina a CO, por
homogeneizados de cérebro de ratos entre a idade de dois dias até a
fase adulta. A diferenca da oxidacao da glutamina a CO, entre as duas
preparagbes (células e homogeneizados) pode ser devida a uma
variacao ontogénica no transportador da glutamina (Roeder et
al.,1983).

1.18.Metabolismo do Glicerol

A fosforilagdo e a utilizacao do glicerol dependem da glicerol
quinase, uma enzima que catalisa a fosforilacao de glicerol por ATP
para glicerol-3-fosfato. Essa enzima foi descoberta em 1939 por
Kalckar, no rim. Se pensou, na época, que a enzima estaria presente
apenas no figado e rim (Wieland & Suyter,1957). Posteriormente, em
1967, foi detectada em uma variedade de tecidos por Robinson &
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Newsholme. Trabalhos de O’Brien & Geison, em 1974, injetando
glicerol radioativo intracranialmente .em ratos, mostraram que ele foi
incorporado em glicerolipidios cerebrais. Isso sugere que o glicerol &
fosforilado no cérebro a glicerol-3-P e conseqiientemente acilado e
convertido a diferentes lipidios (Jenkins,1975).

A glicerol quinase também pode catalisar a fosforilacdo da
dihidroxiacetona e L-gliceraldeido por ATP, para formar
dihidroxiacetona fosfato (DHAP) e L-gliceraldeido-3-P,
respectivamente (Bublitz & Kennedy,1954). Os resultados indicaram
que a atividade da glicerol quinase esta limitada principalmente a
fracao mitocondrial , sendo que a atividade especifica desta enzima no
citosol € de 15% do valor mitocondrial da mesma (Jehkins &
Hajra,1975).

A glicerol quinase exerce um papel importante na reutilizacao de
glicerol livre formado pela lipdlise nos tecidos. A concentracdo de
glicerol livre no cérebro é relatada como sendo 0,4-0,7 mM
(Wieland,1957). Em virtude do Km da gliceroquinase mitocondrial
cerebral ser baixo (70uM), o cérebro pode ser capaz de utilizar o
glicerol endégeno de forma eficaz. A concentracido sangiiinea de
glicerol varia de 0,1-0,2 mM. Porém, Crone, em 1965, mostrou que o
glicerol nao ¢é faciimente transportado através da barreira
hematoencefalica. Neste caso, a glicerol quinase exerce um papel
importante na reutilizacdo do glicerol livre, o qual é formado pela
degradacao de glicerolipidio no cérebro.
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I.OBJETIVOS

Nesta tese utilizamos os nutrientes energéticos, glicose, lactato,

BOH-Butirato, glicerol, glicina e glutamina, visando o0s seguintes

objetivos:

Estudar o comportamento ontogénico destes nutrientes
energéticos isoladamente, nas idades fetal, 10 dias, 21 dias e
adulto em relacao a oxidacao dos mesmos a CO, e a sua
conversao a lipidios, em fatias de cerebelo de ratos.

Estudar comparativamente estes nutrientes energéticos nas
idades fetal, 10 dias, 21 dias e adulto em relacao a oxidacao
dos mesmos a CO, e a sua conversao a lipidios, em fatias de

cerebelo de ratos.
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IIl. MATERIAIS E METODO

I.1.MATERIAIS

lil.1.1.Reagentes

D [U -"* C]-GLICOSE. Atividade especifica: 297 mCi/ mmol
(Amersham Life Science. Buckinghamshire, Inglaterra.)

L [U - CJ-LACTATO. Atividade especifica: 152 mCi/ mmol
(Amersham Life Science. Buckinghamshire,Inglaterra.)

D[3 -"* C]- BOH-Butirato. Atividade especifica: 18,2 mCi / mmol
(Amersham Life Science.Buckinghamshire,Inglaterra.)

[U -** C]-GLICEROL. Atividade Especifica: 157 mCi/mmol
(Amersham Life Science .Buckinghamshire,Inglaterra.)

D[U- ™ C]-GLUTAMINA. Atividade especifica: 277 mCi/ mmol
(Amersham Life Science.Buckinghamshire,Inglaterra.)

[2-'* C]-GLICINA. Atividade especifica: 98 mCi/ mmol

[1-"* C]-GLICINA. Atividade especifica: 98 mCi / mmol
(Amersham Life Science.Buckinghamshire,Inglaterra.)
GLICOSE (Quimibras Industrias Quimicas S.A-Rio de Janeiro,RJ,
Brasil)

LACTATO (Sigma Chemical Company- St.Louis, Mo, E.U.A)
BOH-BUTIRATO (Sigma Chemical Company-St.Louis, E.U.A)
GLUTAMINA (Merck S.A —Porto Alegre,RS, Brasil )

GLICINA (Sigma Chemical Company-St.Louis,Mo, E.U.A)
GLICEROL (Sigma Chemical Company-St.Louis, Mo, E.U.A)
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POP/ POPOP ( Sigma Chemical Company-St.Louis, Mo, E.U.A)
Cloroférmio (Merck S.A-Porto Alegre, RS, Brasil)

Metanol (Merck S.A.-Porto Alegre, RS, Brasil)

Hidroxido de Hiamina(J.T.Baker Chemical Company, Phillipsburg, NJ,
E.UA)

Tolueno (Merck S.A.-Porto Alegre,RS, Brasil)

Acido Tricloro Acético ( Merck S.A.-Porto Alegre,RS, Brasil)

Todos os demais reagentes e solventes utilizados foram pré-analise .

ill.1.2.Animais Experimentais

Foram utilizados ratos albino Wistar provenientes do Instituto de
Ciéncias Basicas da Satde, UFRGS, alimentados com dieta
comercial (Guabilab, Porto Alegre,RS-Brasil) contendo 23 g % de
proteinas. Os ratos receberam alimento e agua ad libfum e foram
mantidos em ambiente climatizado (21-23 °C), passando por ciclos
consecutivos de 12 horas clard /12 horas escuro.

lll.2. METODOS:
li.2.1.Modelo Experimental de Ontogénia

Ratas com aproximadamente 260 g foram acasaladas.

O inicio da gestacao foi considerado pela presenca de esperma-
tozbides na vagina das ratas.

Aos vinte e um dias de gestacao, a rata foi sacrificada por
decapitacdo e ap6s uma rapida histerectomia, os fetos foram retirados
e o cordao umbilical cortado.Os procedimentos foram realizados com
temperaturas de aproximadamente 37°C. Os fetos foram sacrificados
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por decapitacao e seus cerebelos retirados rapidamente, pesados e
suas fatias preparadas em um tempo total de dois minutos.

Os ratos utilizados nas idades de dez, vinte e um e noventa dias
(adulto) foram sacrificados por decapitacao e seus cerebelos retirados,
pesados e suas fatias preparadas em um tempo total de dois minutos.

lll.2.2./solamento dos cerebelos:
Os cérebros foram removidos rapidamente, colocados sobre

placa de Petry invertidas sobre gelo, cobertas com discos de papel
filtro umedecido com solucdo tampao Krebs Ringer bicarbonato. Os
cerebelos foram, entao, isolados e pesados.

11.2.3.Composic¢cado da solu¢cdo de Krebs Ringer bicarbonato:

Para a preparacao da solucao de KRb, foram utilizados 2,0 ml de
cada solugcdo estoque (Tabela Ill.1), acrescentando-se cada sal
conforme a sequéncia da tabela, ficando por ultimo o sulfato de
magnésio (MgS0..7H,0) e o cloreto de calcio (CaCl,.2H,0). A solucao
de bicarbonato de sodio (NaHCOs) foi preparada a partir da pesagem
de NaHCO; no momento da preparagao da solugcdo KRb. O volume
final foi completado com 40 ml de agua destilada, sendo que a solucéo
foi aerada com uma mistura de gases contendo 95% de O, e 5% de
CO, durante 15 minutos. O pH da solucao foi levado a 7,4.
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TABELA lil.1: Solugdes estoques para o preparo do KRb

SOLUCAO MOLARIDADE |

lil.2.4.Condi¢cbes de incubacao

Para determinar a sintese lipidica e producao de CO,  fatias de
cerebelos de aproximadamente 25 mg foram cortados em fatiador de
tecidos (Mcliwain Tissue Schopper) em fatias de espessura de 0,3 mm
e incubados em :
11,5 ml de solucdo tampao de Krebs-Ringer bicarbonato, pH 7,4,
contendo 5,0 mM de D-glicose + 0,2 uCi de D [U- " C] glicose; ou
2)1,5 ml de solugao tampao de Krebs-Ringer bicarbonato, pH 7,4,
contendo 10,0 mM de D-lactato + 0,2 uCi de D-[U- ™ C] lactato; ou
3)1,5 ml de solucao tampao de Krebs-Ringer bicarbonato, pH 7.4,
contendo 2 mM de B-OHButirato + 0,2 uCi de D[3-"*C] BOH-Butirato;ou
4)1,5 ml de solucao tampao de Krebs-Ringer bicarbonato, pH 7.4,
contendo 1 mM de glicerol + 0,2 uCi de D[U-"*C] glicerol; ou
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5)1,5 ml de solucdo tampao de Krebs-Ringer bicarbonato, pH 7,4,
contendo 0,5 mM de glicina + 0,2 uCi de D[1-"* C] glicina;ou

6)1,5 ml de solugdo tampao de Krebs-Ringer bicarbonato, pH 7,4,
contendo 2 mM de glutamina + 0,2 uCide D [ U ™ C] glutamina.

Os nutrientes energéticos foram incubados isoladamente em
concentracoes saturantes, com excecdo da glicina, na presenca de
0,2 uCi do respectivo nutriente uniformemente marcado com ™ C, com
excecao da Glicina, a qual foi marcada no carbono 1 ou no carbono 2
e do pOH-Butirato o qual foi marcado no carbono 3. A glicina foi
utilizada na concentracao de 0,5 mM, devido ao fato de que sua
concentracdo plasmatica esta em torno de 0,2 mM.

O conteudo dos frascos foi gaseificado, um a um, com
carbogénio (95% de oxigénio e 5% de diéxido de carbono) por um
minuto. Apds, os frascos foram fechados com tampas de borracha
contendo pocos de vidro com papel filtro (dobrado em forma de "W "),
e entdao selados com papel vedante (parafim). A temperatura de
incubacdo foi de 35° C, em agitador metabdlico Dubnoff (60
ciclos/min), por 30 minutos, de acordo com 0 método de Dunlop e col.
(1974), modificado.

Apoés os 30 minutos de incubacgao, a reagao foi interrompida pela
adicao ao meio de incubagao, por meio de seringa graduada, de 0,2
ml de acido tricloroacético ( TCA ) a 50%. Apos, foi injetado dentro dos
pocos de vidro, contendo papel filtro, 0,2 ml de hidroxido de hiamina,
utilizando-se outra seringa graduada. Os frascos foram novamente
vedados e retornaram ao banho de Dubnoff com agitacao por mais 30
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minutos a 35° C para captacdo do CO,. Isoladamente, frasco por
frasco foi retirado do banho de Dubnoff.

Ill.2.5.Determinacdao da captacdo de CO, a partir dos substratos
utilizados

O conteudo dos pocos de vidro (hidroxido de hiamina e papel
filtro) foi transferido para vials com auxilio de pipeta automéatica e de
pinca e adicionado 8 ml de uma solucao de POP/POPOP/TOLUENO
(4,0 g de POP; 50,0 mg de POPOP e 1000 ml de tolueno) para a
contagem de radioatividade, medida em contador de cintilacado liquida
WALLAC 1409.

l.2.6.Determinacao de lipidios a partir dos substratos utilizados:
O contetdo de cada frasco contendo o meio de incubacao e a
estrutura foi homogeneizado em Potter-Elvehjem. O homogeinizador
de Potter-Elvehjem foi lavado com 1,0 ml de TCA 10 % e transferido
para tubos de ensaio. Os tubos foram centrifugados (1000 g) por dez
minutos, sendo o sobrenadante desprezado e o precipitado lavado
com 1 ml de TCA 10%. Esta operacao foi repetida por mais duas
vezes. Os tubos de ensaio com o precipitado foram deixados
emborcados em papel absorvente, até secarem por completo. Para a
extracao dos lipidios, os precipitados foram ressuspensos com 1,0 mi
de cloroférmio:metanol (2:1 v/v), agitados por 10 minutos a
temperatura ambiente em tubos de ensaio fechados com papel
vedante (parafilm). Ap6s, os tubos foram centrifugados a 1000 g por
10 minutos e o sobrenadante de cada tubo transferido para vials
através de pipeta Pasteur. Este procedimento foi repetido por mais
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duas vezes. ApOs evaporacao total do solvente, foi adicionado aos
vials 8,0 ml do liquido de cintilacado POP/POPOP/TOLUENO, e a
radioatividade foi medida em contador de cintilagao liquida WALLAC

14009.

ll.2.7.Curvas de concentracdo dos Nutrientes Energéticos

Foram realizadas curvas de concentracdo dos nutrientes
energéticos estudados: glicose, lactato, BOH-Butirato, glicerol, glicina
e glutamina; tanto para a producao de CO, como para a produgao de

lipidios.

11.2.8.Analise Estatistica

Os resultados foram analisados, estatisticamente, através da
analise de varidncia de uma via, seguido pelo teste de multipla
abrangéncia de Duncan, utilizando-se o programa SPSS/PC-plus.

Considerou-se diferencas entre medidas estatisticamente
- significativas, quando o nivel de probabilidade (p) foi menor do que
0,05.

Quando pertinente, foi utilizado o teste t de Student, com nivel de
significancia p<0,05.

Os resultados foram mostrados como média + erro-padrdao da

média.
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| Figura Ill.1.Metodologia empregada na incubacéo e avaliacéo da
oxidagdo a CO, e determinagédo de lipidios dos nutrientes energéticos

estudados: glicose,lactato,3OH-Butirato,glicerol,glicina e glutamina.
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Figura Ill.2. Condi¢des de incubagao, avaliacao da oxidagéo a
CO, e determinagéao de lipidios dos nutrientes energéticos estudédos:

glicose, lactato, BOH-Butirato, glicerol, glicina e glutamina.
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IV.RESULTADOS

IV.1.Curvas de Concentracdo da Utilizacdo de Nutrientes
Energéticos por fatias de cerebelo de ratos

Com a finalidade de estudarmos a utilizacdo de nutrientes
energéticos por fatias de cerebelo de ratos realizamos curvas de
concentracao dos seguintes nutrientes: Glicose, Lactato, BOH-butirato,
Glicerol, Glicina e Glutamina.

As concentracoes utilizadas para cada nutriente estao indicadas
nos graficos de Curva de Concentracao dos respectivos nutrientes. No
estudo das curvas de concentracdo dos nutrientes, todos os nutrientes
radioativos utilizados foram marcados ™ C e foram utilizados 0,2 p Ci
dos mesmos.

IV.1.1.Curvas de Concentracdo para Glicose

Foram realizadas curvas de concentracao para a Glicose nas
concentracbes de 0,25 mM, 0,5 mM, 1,0 mM, 5,0 mM e 10,0 mM; a
concentracdo de 5 mM mostrou-se saturante para a oxidacao da
glicose a CO, e para a conversao da glicose a lipidios (Figuras IV.1 e
vV.2).
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Fig.IV.1. Curva de Concentragdo da Glicose oxidada a CO,, em fatias
de cerebelo de ratos de 10 dias de idade.
Cada barra representa a média + EPM.
n = 5 animais.
*p< 0,01 (teste de miltipla amplitude de Duncan), em
comparacao as demais concentragoes.
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Fig.lV.2. Curva de Concentragao da Glicose convertida a lipidios,
em fatias de cerebelo de ratos de 10 dias de idade.
Cada barra representa a média + EPM .

n =5 animais.
* p< 0,01 (teste de muiltipla amplitude de Duncan),em

comparacgao com as demais concentragoes.
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IV.1.2.Curvas de concentragao para o lactato

Foram realizadas Curvas de Concentracéo para o lactato nas
concentracdes de 0,25 mM, 0,5 mM, 1,0 mM, 5,0 mM, 10,0 mM. A
concentracao saturante de lactato para a conversao do lactato a
lipidios e oxidacao do lactato a CO,, foi superior a 10 mM (Figuras V.3
e V.4).
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Fig.IV.3.Curva de Concentracao do Lactato oxidado a CO,, em fatias de
cerebelo de ratos de 10 dias de idade.
Cada barra representa a média +tEPM .
n =5 animais.
* p< 0,01 (teste de multipla amplitude de Duncan),em
comparagcao com as demais concentragdes.
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Fig.IV.4.Curva de concentracdao do Lactato convertido a lipidios, em
fatias de cerebelo de ratos de 10 dias de idade.

Cada barra representa a média + EPM .
n =5 animais.
* p< 0,01 (teste de miiitipla amplitude de Duncan),em
comparagao com as demais concentragoes.
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IV.1.3.Curvas de concentracao para o $OH-Butirato

Foram realizadas Curvas de Concentracdo para o OH-Butirato
nas concentracdes de 0,5 mM, 1 mM, 2 mM e 6§ mM para oxidagao a
CO-, e conversdo a lipidios. A concentracéo de 2 mM de BOH-Butirato
foi saturante para a oxidacdo a CO, e conversdo a lipidios(Figuras
IV.5e IV.6).

pmoles de BOH-butlrato oxldado a CO2/mg.tec./h

0,5 mM 1 mM 2mM 5mM
concentragdes

Fig.ll.5.Curva de Concentragdao do BOH-Butirato oxidado a CO,;, em
fatias de cerebelo de ratos de 10 dias de idade.
Cada barra representa a média tEPM .
n =5 animais.
* p< 0,01 (teste de mdltipla amplitude de Duncan),em

comparagao com as demais concentragoes.
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Fig.lV.6.Curva de Concentragao do OH-Butirato convertido a lipidios,
em fatias de cerebelo de ratos de 10 dias de idade.
Cada barra representa a média +tEPM.
n = 5 animais.
* p< 0,01 (teste de muiltipla amplitude de Duncan),em
comparagao com as demais concentragoes.
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IV.1.4.Curvas de Concentrag¢ao para o Glicerol

Foram realizadas Curvas de Concentracio para a conversao de
lipidios a partir do Glicerol e oxidacdo do Glicerol a CO, nas
concentracoes de 0,05 mM, 0,1 mM, 026 mM, 0,5 mMe 1 mM. A
concentracdo de 1 mM nao foi saturante para a oxidacao do glicerol a
CO,,assim como a conversao do glicerol a lipidios(Figuras IV.7 e
IV.8).
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Fig.IV.7.Curva de concentragao do Glicerol oxidado a CO,, em fatias de
cerebelo de ratos de 10 dias de idade.
Cada barra representa a média +EPM.
n = 5 animais.
* p< 0,01 (teste de multipla amplitude de Duncan),em
comparacao com as demais concentragoes.
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IV.1. 5.Curvas de Concentracao para a Glicina

Foram realizadas Curvas de Concentracao da Glicina convertida
a lipidios e da glicina oxidada a CO,, nas concentracoes de 0,25 Mm,
0,5 mM, 1 mM e 2mM. A concentracao saturante para a conversao da
Glicina a lipidios e para a oxidacao da Glicina a CO, foi superior a
2mM (Figuras V.9 e IV.10).

pmoles de glicina oxidados a CO2/mg.tec./h

S
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Fig.IV.9.Curva de concentra¢ao da Glicina oxidada a CO,, em fatias de
cerebelo de ratos de 10 dias de idade.
Cada barra representa a média +EPM.
n = 5 animais.
* p< 0,01 (teste de multipla amplitude de Duncan),em
comparacao com as demais concentragoes.
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IV.1.6.Curvas de Concentracdo para a Glutamina

Foram realizadas Curvas de Concentracido de Glutamina
oxidada a CO, e Glutamina convertida a lipidios nas concentracbes de
0,5 Mm, 1 mM, 2 mM e 5 mM. A concentracao de 1 mM foi saturante
para a oxidacdo da glutamina a CO, A concentragcao de 2mM foi
saturante para a conversdo da glutamina a lipidios (Figuras IV.11 e
V.12).

1400
1200

1000

pmoles de glutamina oxidados a CO2/mg.tec./h

0,5mM 1mM 2mM 5mM

Fig.IV.11.Curva de concentracdo de Glutamina oxidagdo a CO,;, em
fatias de cerebelo de ratos de 10 dias de idade.
Cada barra representa a média + EPM.
n = 5 animais.
* p< 0,01 (teste de miultipla amplitude de Duncan),em
comparagao com a concentragao de 0,5 mM.
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pmoles de giutamina convertidos a lipidios/mg.tec./t

0,5mM 1mM 2mM 5mM
concentragdes

Fig.lIV.12. Curva de concentragdao de Glutamina para conversdo a
lipidios, em fatias de cerebelo de ratos de 10 dias de idade.
Cada barra representa a média + EPM.
n = 5 animais.
* p< 0,01 (teste de maltipla amplitude de Duncan),em
comparag¢ao com as concentragoes de 0,5 mM e 1,0 mM.
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IV.2.Metabolismo Ontogénico da Glicose, Lactato, fOH-Butirato,
Glicerol, Glicina e Glutamina

Foram realizadas curvas de oxidacao a CO, e de conversao a
lipidios,nas idades fetal (21 dias de gestacao), 10 dias, 21 dias e
adulto para todos o0s substratos utilizados: glicose, lactato ,3-OH-
Butirato, glicerol, glicina e glutamina .
I11.2.1.Metabolismo da glicose em relagao a idade dos animais

Os resultados da oxidacdo da glicose a CO, nas diferentes
idades mostraram que nao ocorrem alteragdes na oxidacao da glicose
até os 21 dias de vida pés-natal e que na idade adulta houve um
aumento significativo da velocidade de oxidagdao a CO, comparada as
demais idades ( p <0,01 em relacao aos fetos — teste de miiltipla
amplitude de Duncan ); a sintese de lipidios a partir da glicose
apresentou aumento significativo na idade adulta em relacido as
demais idades(p< 0,01-teste de midiltipla amplitude de Duncan),
(Figuras IV.13 e IV.14).
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Fig.IV.13.Oxidacdo da Glicose 5 mM a CO,, em fatias de
cerebelo de ratos em diferentes idades.

Cada barra representa a média + EPM.
n = 5 animais.
As médias foram comparadas pelo teste de miuiitipla
amplitude de Duncan.
*p< 0,01 aidade adulta difere das demais idades.
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Fig.IV.14.Glicose 5 mM convertida a lipidios, em fatias de
cerebelo de ratos em diferentes idades.
Cada barra representa a média + EPM.
n =5 animais.
As médias foram comparadas pelo teste de Duncan.
*p< 0,01 a idade adulta difere das demais idades .
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IV.2.2.Metabolismo do Lactato em relacido a idade dos animais

A oxidacao do lactato a CO, aumentou com a idade dos animais.
Aos 10 dias, a oxidacao do lactato a CO, aumentou significativamente
comparada a idade fetal (p<0,01, Teste Duncan), aumento que
prosseguiu até a idade adulta; o lactato convertido a lipidios mostrou
um decréscimo de valores a partir dos 10 dias de idade em relacédo ao
periodo fetal (p<0,01, teste de Duncan) (Figuras V.15 e IV.16).
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Fig.lV.15.0xidacdo do Lactato 10 mM a CO,, em fatias de
cerebelo de ratos em diferentes idades.

Cada barra representa a média + EPM.

n =5 animais.

As médias foram comparadas pelo teste de muiltipla

amplitude de Duncan.
*p< 0,01 a idade fetal difere das demais idades.
**p<0,01 a idade aduita difere da idade de 10 dias.
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Fig.IvV.16. Lactato 10 mM convertido a lipidios, em fatias de |
cerebelo de ratos de diferentes idades.
Cada barra representa a média + EPM.
n = 5 animais.
As médias foram comparadas pelo teste de multipla
amplitude de Duncan.
*p<0,01 a idade de 10 dias difere das idades de 21 dias
e adulto.
**p< 0,01 a idade fetal difere das demais idades.
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IV.2.3.Metabolismo do BOH-Butirato em relagcdao a idade dos
animais

Os resultados da oxidacao do BOH-Butirato a CO, mostraram um
aumento significativo nas idades de 7, 14 e 21 dias comparadas a
idade fetal (p< 0,01, teste de Duncan); na idade adulta houve um
decréscimo significativo na oxidacdo do BOH-Butirato a CO, em
relacao as idades de 7 dias, 14 dias e 21 dias (p< 0,01, teste de
Duncan). A conversao do BOH-Butirato a lipidios apresentou na idade
adulta um aumento na conversdao do BOH-Butirato a lipidios em
relacao as demais idades (p< 0,01 ) ( Figuras IV.17 e IV.18 ).
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pmoles de BOHbut convertidos a lipidios/mg.tec./h
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Fig.IV.18. Sintese de lipidios a partir do fOH-Butirato 2 mM em
fatias de cerebelo de ratos em diferentes idades.
Cada barra representa a média + EPM.
n = 5 animais.
As médias foram comparadas pelo teste de multipla
amplitude de Duncan.
*p< 0,01 a idade adulta difere das demais idades.
**p< 0,01 a idade de 21 dias difere da idade fetal e da
idade de 14 dias.
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IV.2.4.Metabolismo do glicerol em relacado a idade dos animais

Os resultados do glicerol oxidado a CO, mostraram um aumento
na idade adulta em relacao as idades fetal, 10 dias e 21 dias (p<0,01,
teste de Duncan). A conversao do glicerol a lipidios aumentou na
idade adulta em relacado as idades fetal, 10 dias e 21 dias (Figuras
IV.19 e IV.20).
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Fig.IV.19. Glicerol 1 mM oxidado a CO,, em fatias de
cerebelo de ratos em diferentes idades.
Cada barra representa a média +EPM.
n = 5 animais.
As médias foram comparadas pelo teste de miuiitipla

amplitude de Duncan.
*p< 0,01 a idade adulta difere em relagcdo as demais

idades.
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Fig.IV.20. Glicerol 1mM convertido a lipidios em fatias de cerebelo de
ratos de diferentes idades.

Cada barra representa a média +EPM .

n =5 animais.

As médias foram calculadas pelo teste de muitipla
amplitude de Duncan.

*p<0,01 a idade adulta difere das demais idades.
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IV.2.5.Metabolismo da Glicina em relacdo a idade dos animais

Os resultados da oxidacao da glicina a CO, mostraram valores
superiores na idade de 10 dias comparados aos valores da idade fetal.
Apés a idade de 10 dias a oxidacdo da glicina a CO, diminuiu
significativamente com o aumento da idade dos animais (p<0,01). A
conversao da glicina a lipidios apresentou um decréscimo da idade
fetal até a idade adulta (p<0,01, teste de Duncan)( Figuras V.21 e

IV.22).
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Fig.IV.21 Glicina 0,56 mM oxidada a CO, em fatias de cerebelo de

ratos de diferentes idades.

Cada barra representa a média + EPM .
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Fig.Iv.22. Glicina 0,5 mM convertida a lipidios em fatias de

cerebelo de ratos de diferentes idades.

Cada barra representa a média +EPM .
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IV.2.6.Metabolismo da Glutamina em relagao a idade dos animais

Os resultados da oxidacdo da glutamina a CO, mostraram um
aumento significativo na idade adulta em comparacdo as demais
idades (p<0,01,teste de Duncan). A conversao da glutamina a lipidios
mostrou um decréscimo significativo na idade fetal para a idade de 10
dias, e desta para as demais idades (p<0,01-teste de Duncan)(Figuras
V.23 e IV.24).
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Fig.IV.23.Glutamina 2mM oxidada a CO, em fatias de cerebelo

Cada barra representa a média + EPM.

As médias foram comparadas pelo teste de multipla

*p< 0,01 a idade adulta difere das demais idades.
**p< 0,01 as idades de 10 dias e de 21 dias diferem da
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Fig.IV.24.Glutamina 2 mM convertida a lipidios em fatias de
cerebelo de ratos de diferentes idades.
Cada barra representa a média +EPM .
n = 5 animais.
As médias foram comparadas pelo teste de miiltipla
amplitude de Duncan.
*p< 0,01 a idade fetal difere das demais idades.
**p< 0,01 a idade de 10 dias difere das idades de 21
dias e adulta.
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IV.3.Perfil Ontogénico Comparativo da Utilizacdo de Nutrientes
Energéticos por Fatias de Cerebelo

Determinamos a oxidagdo a CO, e conversao a lipidios,
comparativas, para cada idade (fetal, 10 dias, 21 dias e adulta) com os
substratos energéticos: glicose (5mM), lactato (10 mM), glicerol
(1mM), glicina (5 mM) e glutamina (2mM).

l1L.3.1.1dade Fetal

Como idade fetal consideramos ratos com aproximadamente 21
dias de gestacao.

Os resultados na idade fetal dos nutrientes energéticos oxidados
a CO, mostraram um aproveitamento oxidativo significativamente
maior do lactato em relacdo aos demais nutrientes (p< 0,01). A
oxidacao a CO, da Glicose foi significativamente maior em relacdo ao
BOH-Butirato e ao glicerol (p<0,01). A oxidacao a CO, da glicina
mostrou niveis significativamente maiores em comparagdo com BOH-
Butirato e ao glicose. A glutamina apresentou uma oxidacao
significativamente maior em relacao a glicina ( Fig.IV.25).
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Fig.IV.25. Utilizacao de nutrientes energéticos na idade fetal:
oxidacao a CO; de glicose 5 mM, lactato 10 mM, BOH-Butirato 2mM,
glicerol 1 mM, glicina 0,5 mM e glutamina 2 mM.

Cada barra representa a média + EPM .
n =5 animais.
As médias foram comparadas pelo teste de multipla
amplitude de Duncan.
*p< 0,01 o lactato difere em relacio demais nutrientes.
**p<0,01 a glutamina difere em relacdo a glicina, ao BOH-
Butirato,glicerol e glicose.
***p<0,01 a glicina difere em relacdo ao BOH-Butirato, ao
glicerol e glicose.
****p<0,01 a glicose difere em relacdo ao BOH-butirato e
glicerol.
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A conversao a lipidios a partir da glicose e lactato na idade fetal
apresentaram valores significativamente superiores em relacdo aos
demais nutrientes (p<0,01); a sintese de lipidios a partir do lactato foi
significativamente superior a sintese de lipidios a partir da glicose; a
sintese de lipidios a partir do glicerol e BOH-Butirato apresentou
diferenga significativa maior em relacao a glicina e glutamina (p<0,01);
(Fig.iVv.26).
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Fig.IV.26.Utilizacdo de nutrientes energéticos na idade
fetal: conversao a lipidios a partir de glicose 5 mM, lactato 10 mM,
BOH-Butirato 2 mM, glicerol 1 mM, glicina 0,5 mM e glutamina 2 mM.

Cada barra representa a média +EPM.

n = 5 animais.

As médias foram comparadas pelo teste de miuiltipla
amplitude de Duncan.

*p< 0,01 a glicose e lactato diferem em relacdo aos demais
nutrientes.

**p< 0,01 o glicerol e o BOH-Butirato diferem em relacao a
glicina e glutamina .

# p< 0,01 o lactato difere em relacio a glicose.

& p< 0,01 a glutamina difere em relacio a glicina.
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IV.3.2. idade de 10 Dias

Os resultados na idade de 10 dias dos nutrientes energéticos
oxidados a CO; mostraram um aproveitamento oxidativo
significativamente maior do lactato em relacdo aos outros nutrientes
(p<0,01). A oxidagcao a CO, da glicose foi significativamente maior em
relacao ao glicerol (p<0,01). A oxidacdo a CO, da glicina mostrou
niveis significativamente maiores em comparacao com o BOH-Butirato
e glicose. A glutamina apresentou uma oxidacao significativamente
maior em relacao a glicina, ao BOH-Butirato, glicerol e glicose
(p<0,01);(Fig.IV.27).
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Fig.IV.27 Utilizacdo de nutrientes energéticos na ldade de 10
dias: oxidagao a CO, de glicose 5 mM, lactato 10 mM, BOH-Butirato
2 mM, glicerol 1 mM, glicina 0,5 mM e glutamina 2 mM.
Cada barra representa a média +EPM.
n = 6 animais.
As médias foram comparadas pelo teste de miiltipla

amplitude de Duncan.
*p< 0,01 o lactato difere em relacdo aos demais nutrientes.
**p< 0,01 a glutamina difere em relacdo ao BOH-Butirato,
glicerol, glicina e glicose.
***p< 0,01 a glicina difere em relacdo ao BOHButirato,ao
glicerol e glicose.
****p< 0,01 a glicose difere do BOH-Butirato e do glicerol.



99

A conversao a lipidios a partir do lactato na idade de 10 dias foi
significativamente maior em relacao aos demais nutrientes (p<0,01); a
conversao a lipidios a partir da glicose foi significativamente maior em
relacao ao BOH-Butirato, a glicina, ao glicerol e a glutamina (p<0,01);
a conversdo a lipidios a partir do BOH-Butirato e glicerol foi
significativamente maior em relacao a glicina e glutamina (p<0,01); a
sintese de lipidios a partir da glicina foi inferior a sintese de lipidios a
partir da glutamina (p<0,01)(Fig IV.28).
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Fig.lv.28. Utilizacdo de nutrientes energéticos na idade de 10
dias: conversao a lipidios a partir de glicose 5 mM, lactato 10 mM,
BOH-Butirato 2 mM, glicerol 1mM, glicina 0,5 mM e glutamina 2 mM.
Cada barra representa a média +EPM
n = 5 animais.
As meédias foram comparadas pelo teste de miuiltipla
amplitude de Duncan.
*p< 0,01 o lactato difere em relacdo aos demais nutrientes.
**p< 0,01 a glicose difere em relacdo aos demais nutrientes
BOH-Butirato,glicerol,glicina e glutamina.
***p< 0,01 0 BOH-Butirato e glicerol diferem em relacdo aos
nutrientes glicina e glutamina.
****p< 0,01 a glutamina difere da glicina.
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IV.3.3.Idade de 21 dias:

O resultado na idade de 21 dias dos nutrientes oxidados aCO,
mostraram uma oxidacao maior do lactato em relacido aos demais
nutrientes (p<0,01); a oxidacdo a CO, da glutamina foi maior em
relacdo as velocidades de oxidacao da glicose, BOH-Butirato, glicerol
e glicina (p<0,01); a oxidacao a CO, da glicose foi maior em relacao as
velocidades de oxidacao do BOH-Butirato, glicerol e glicina (p<0,01)
(Fig.IV.29)
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Fig.IV.29. Utilizacao de nutrientes energéticos na Idade de 21

dias: oxidacdo a CO. de glicose 5 mM, lactato 10 mM, pOH-Butirato
2 mM, glicerol 1 mM, glicina 0,5 mM e glutamina 2 mM.

Cada barra representa a média +EPM.

n = 5 animais.

As médias foram comparadas pelo teste de multipla
amplitude de Duncan.
*p< 0,01 o lactato difere em relacdo aos demais nutrientes.
**p< 0,01 a glutamina difere em relagao a glicose, ao BOH-Butirato, ao
glicerol e a glicina (p<0,01).
***p< 0,01 a glicose difere em relacdo ao pOH-Butirato, ao glicerol e a
glicina.

****p< 0,01 a glicina e o BOH-Butirato diferem do glicerol.
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A conversao a lipidios a partir da glicose e lactato foram maiores
em relacao aos demais nutrientes (p<0,01); a conversao a lipidios a
partir do glicerol e pOH-Butirato foi maior em relacéo a conversdo a
lipidios a partir da glicina e da glutamina(p<0,01); a sintese de lipidios
a partir da glutamina foi significativamente superior em relacdo a
conversao de lipidios a partir da glicina (p<0,01) (Fig.IV.30).
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Fig.IvV.30. Utilizacédo de nutrientes energéticos na idade de 21

dias: conversao a lipidios a partir da glicose 5 mM, lactato 10 mM,
BOH-Butirato 2 mM, glicerol 1 mM, glicina 0,5 mM e glutamina 2 mM.

Cada barra representa a média +EPM .

n = 5 animais.

As meédias foram comparadas pelo teste de multipla
amplitude de Duncan.
*p< 0,01 a glicose e o lactato diferem dos demais nutrientes .
**p< 0,01 o glicerol e o BOH-Butirato diferem em relagdo a glutamina e
a glicina.
***p< 0,01 a glutamina difere em relacao a glicina.
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IV.3.4.1dade adulta
Consideramos ratos com idade adulta, ratos em torno de 90 dias

de vida p6s-natal.
O resultado na idade adulta dos nutrientes oxidados a CO,

mostraram uma oxidacao maior da glutamina em relacao aos demais
nutrientes (p<0,01); a oxidacao do lactato a CO, foi maior em relacéo
a oxidacao da glicose, do glicerol, do BOH-Butirato e da glicina
(p<0,01); a oxidacao da glicose a CO, foi maior em relacdo a
oxidacao do BOH-Butirato, glicerol e da glicina (p<0,01);(Fig.IV.31).
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Fig.IV.31. Utilizacdao de nutrientes energéticos na Idade adulta:
oxidacao a CO, de glicose 5 mM, lactato 10 mM, BOH-Butirato 2 mM,
glicerol 1 mM, glicina 0,5 mM e glutamina 2 mM.

Cada barra representa a média tEPM.
n = 5 animais.
As meédias foram comparadas pelo teste de miiltipla
amplitude de Duncan.
*p< 0,01 a glutamina difere em relacdo aos demais
nutrientes.
**p< 0,01 o lactato difere em relagdo a glicose, ao
glicerol, ao BOH-Butirato e a glicina.
***p< 0,01 a glicose difere em relacdo ao BOH-Butirato,
glicerol e a glicina.
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A conversao a lipidios a partir da glicose foi maior em relacao
aos demais nutrientes (p<0,01); a conversao de lipidios a partir do
lactato e do glicerol foi significativamente superior ao BOH-Butirato, a
glicina e a glutamina (p<0,01); a conversao a lipidios a partir da | e do
BOH-Butirato diferiu em relacdo a conversao a lipidios a partir da
glicina e da glutamina (p<0,01) (Fig.IV.32).
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Fig.IV.32. Utilizacao de nutrientes energéticos na idade adulta:
conversao a lipidios a partir de glicose 5 mM, lactato 10 mM, BOH-
Butirato 2 mM, glicerol 1 mM, glicina 0,5 mM e glutamina 2 mM.

Cada barra representa a média +EPM .

n = 5 animais.

As médias foram comparadas pelo teste de muitipla
amplitude de Duncan.
*p< 0,01 a glicose difere em relacdo aos demais nutrientes.
*p< 0,01 o glicerol e o lactato diferem em relacdo a glicina e
glutamina.
***p< 0,01 pOH-Butirato difere em relagao a glicina e a glutamina.
***p< 0,01 a glutamina difere em relacio a glicina.
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IV.4.Competicdo de Nutrientes Energéticos:

Com a finalidade de verificar a utilizacao da glicose (5,0 mM) na
presenca de lactato (10,0 mM) e a utilizacao de lactato na presenca
de glicose, realizamos um experimento que foi dividido em 4 grupos:
Grupo 1: Fatias de cerebelo foram incubadas em KRb com 5,0 mM de
glicose e 0,2 p Ci de [U-" C]Glicose; a oxidacdo a CO, e a conversio
a lipidios a partir da glicose foram medidos.

Grupo 2: Fatias de cerebelo foram incubadas em Krebs Ringer
bicarbonato com 5,0 mM de Glicose e 10,0 mM de Lactato e 0,2 uCi
de |U-" C| Glicose; a oxidacdo a CO, e a convers3o a lipidios a partir
da glicose foram medidas .

Grupo 3: Fatias de cerebelo foram incubadas em KRb com 10,0 mM
de lactato e 0,2 uCi de |U-"C] lactato; a oxidacio a CO., e a conversao
de lipidios a partir do lactato foram medidos.

Grupo 4: Fatias de cerebelo foram incubadas em KRb com 5,0 mM de
Glicose e 10,0 mM de lactato e 0,2 p Ci de |U-'"C| lactato; a oxidacdo
a CO, e a conversao de lipidios a partir do lactato foram medidas.

A adicao do lactato no meio contendo glicose nao interferiu na
oxidacao da glicose a CO,; porém a adicdo de glicose no meio que
continha lactato estimulou a oxidacao do lactato a CO, (Fig. IV.33).
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Fig.IV.33.Competicao entre Glicose 5 mM e Lactato 10 mM na
oxidacao a CO,,em fatias de cerebelo de ratos de 10 dias de idade.
Cada barra representa a média + EPM.
n = 5 animais.
As médias foram comparadas pelo teste t de Student.
*p< 0,01 a adicao de glicose ao meio que continha
lactato aumentou significativamente a oxidacio do lactato a CO..
**p< 0,01 a oxidacdo a CO, a partir de lactato foi
superior a oxidacao da glicose, independentemente do meio utilizado .
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A adicao do lactato no meio contendo glicose nao interferiu na
conversao da glicose a lipidios; porém a adi¢cao de glicose no meio
que continha lactato estimulou a conversao do lactato a lipidios, mas
em uma magnitude inferior comparativamente a oxidacao(Fig. IV.34)



55
S
3L
24
s
SR

fones

R

SR
R

pmoles de substrato convertido a lipidlos/mg.tec./h
gx

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
substratos

Fig.IV.34.Competicao entre Glicose 5 mM e Lactato 10 mM na
conversao a lipidios, em fatias de cerebelo de ratos de 10 dias de
idade.

Cada barra representa a média + EPM.

n = 5 animais.

As médias foram comparadas pelo teste t de Student.

*p< 0,01 a adigcao de glicose ao meio que continha
lactato aumentou significativamente a sintese de lipidios a partir do
lactato.

***p< a sintese de lipidios a partir de lactato foi superior

a sintese de lipidios a partir da glicose, independentemente do meio
utilizado.
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IV.5. Vias Metabdélicas da Glicina marcada no Carbono1 ou no
Carbono 2 :

Com a finalidade de verificar qual a principal via de oxidacao da
glicina a CO,, medimos a oxidacdo da mesma a CO,, utilizando[1-"* C]
Glicina e [2 -" C]Glicina com a mesma atividade especifica no meio
de incubacdo. A oxidacdo da [1-™ C]Glicina foi cerca de trinta e cinco
vezes superior & oxidacdo da [2- " C]Glicina (Fig.IV.35).
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Fig.IV.35.0xidacdo da Glicina [1-*C] a CO, e da [2-'“C] em
fatias de cerebelo de ratos de 10 dias de idade.
Cada barra representa a média + EPM.
n = 5 animais.
As médias foram comparadas pelo teste t de Student.
*p< 0,01 a oxidagao da glicina marcada no carbono 1 foi
significativamente superior em relacao a marcada no carbono 2.



N3o observamos diferenca estatistica significativa entre a
sintese de lipidios a partir da glicina marcada no carbono 1 ou no

carbono 2 (Fig.IV.36).

pmoles de Glicina convertidos a lipidlos/mg.tec./h

|1-CiGlicina [2-CiGlicina

FIG.IV.36.Conversdo da Glicina [1-'*C] e da [2-"C] a lipidios,
em fatias de cerebelo de ratos de 10 dias de idade.
Cada barra representa a média + EPM.
n= 5 animais.
As médias foram comparadas pelo teste t de Student.
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V.DISCUSSAO

O desenvolvimento do Sistema Nervoso Central dos mamiferos
envolve uma série de eventos altamente regulados, os quais incluem
divisao celular (neurogénese e gliogenése), migracac de células para
areas alvos no cérebro, diferenciacao celular (incluindo arborizacao
dentritica, extensdo axonal, deposicdo da bainha de mielina nos
axonios, formacdao de sinapses, sintese e liberacdo de
neurotransmissores € morte seletiva de células durante todo o
processo de desenvolvimento (Morgane et al.,1992).

Em ratos a proliferacao dos macroneurdnios inicia-se no décimo
quarto de dia de gestacao e apresenta o pico maximo no décimo sexto
dia; neste periodo ocorre também uma intensa proliferacao dos
astrocitos; a maxima proliferacao de microneurénios e oligodentrécitos
ocorre no décimo quarto dia de vida pds-natal (Morgane et a/.,1992 ).

Em humanos a macroneurogénese e a proliferacéo de astrécitos
ocorrem no terceiro més de gestacdo, a proliferacdo dos
microneuronios e de oligodentrécitos € méaxima no segundo e terceiro
més de vida pés-natal. O rato e o homem sao classificados do ponto
de vista do desenvolvimento do Sistema Nervoso Central como
animais nao precoces; ja a cobaia, bovinos e eqiiinos sdo animais
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precoces. Nestes o Sistema Nervoso Central esta praticamente

maduro no dia do nascimento.

O cerebelo do rato no dia do nascimento apresenta apenas 3 %
do DNA em relacdo ao animal adulto (Rassin ef al.,1987). As enzimas
da rota glicolitica bem como as enzimas do ciclo de Krebs apresentam
uma atividade enzimatica superior a 50 % da atividade do animal
adulto na cobaia no dia do nascimento; nos ratos as atividades destas
enzimas no dia do nascimento é inferior a 20% das atividades das
enzimas no animal adulto (Booth et al.,1980).

O sistema enzimatico de utilizacédo dos corpos cetbnicos no
Sistema Nervoso Central dos ratos € baixa no dia do nascimento,
apresentando um valor inferior a dos ratos adultos, cresce
acentuadamente durante o periodo de lactacido, apresentando o pico
de maxima atividade aos vinte dias de vida pés-natal (Booth et
al.,1980). A concentracao do transportador de glicose dos capilares
do Sistema Nervoso Central é baixa durante a lactacdo, e aumenta
apés o desmame (Cremer et al.,1976), enquanto a concentracdo do
transportador dos acidos monocarboxilicos é elevada durante a
lactacdo, e diminui apés o desmame (Cremer ef al.,1976).

O principal nutriente energético utilizado pelo Sistema Nervoso
Central durante a gestacdo € a glicose proveniente do sangue
materno. Apds 0 nascimento hd uma mudanca brusca na dieta dos
ratos, passando de uma dieta hiperglicidica durante a gestacao, para
uma dieta na qual a porcentagem de calorias provenientes dos lipidios
€ superior a 75% (Girard et a/.,1992 ).
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A sintese do glicogénio hepatico aumenta significativamente a
partir do décimo oitavo dia de gestacao no rato e da trigésima sexta
semana em humanos (Girard et al,1992). A concentracdo do
glicogénio hepatico no rato, logo apds o nascimento, estda em torno de
12 g% (Girard et a/.,1992).

O rato ao nascer apresenta uma quantidade insignificante de
tecido adiposo branco, menos de 1% ; a quantidade de tecido adiposo
branco nos humanos esta em torno de 15% no dia do nascimento
(Girard et al.,1992). A glicemia dos ratos logo ap6s o nascimento esta
em torno de 2,5 mM (Girard et al.,1992). Entre 0 nascimento e o inicio
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da amamentacao transcorre um periodo médio de 3 horas de jejum,
este € um periodo critico para a sobrevivéncia dos ratos (Medina et
al.,1990). A velocidade de gliconeogénese e de glicogendlise é
insignificante durante este periodo (Girard ef al.,1992). Nas primeiras
2-3 horas de vida pOs-natal o principal nutriente energético utilizado
pelo Sistema Nervoso Central € o lactato sangiineo (Medina et
al.,1990 ),mas apoés este periodo a concentracéo do lactato sangiiineo
cai para valores inferiores a 2 mM (Medina et al,1990).
Aproximadamente depois de 3 horas do nascimento a velocidade da
glicogendlise aumenta acentuadamente e ha um aumento significativo
na velocidade de gliconeogénese (Medina ef a/.,1990 ). Neste periodo
a glicose € o principal nutriente energético para o Sistema Nervoso
Central (Medina et al,1990). Os corpos cetbnicos sangiiineos soé
apresentam um acentuado aumento de concentracao apos doze horas
de jejum, este aumento é decorrente de uma menor sensibilidade de
inibicao da carnitina palmitoil transferase | (CPT 1) a malonil CoA , que
s6 ocorre em média 12 horas ap0s o nascimento (Girard et al.,1992).

A glicose e os corpos cetbnicos sao os principais nutrientes
energéticos utilizados pelo Sistema Nervoso Central durante a fase
de lactacao (Girard et al.,1992). Aos quinze dias de vida pés-natal os
ratos iniciam a alimentar-se, também, da ragéo sélida que é ofertada a
rata mae, esta racao apresenta uma concentracao de glicidios de
aproximadamente 70% (Girard et al.,1992).

O desmame espontaneo dos ratos ocorre em média aos vinte
oito dias de vida pés natal (Girard et al.,1992), no meio cientifico o
desmame dos ratos € em regra efetuado aos vinte e um dias de vida
pés-natal, sendo importante salientar que durante o periodo de
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lactacdo os ratos nao apresentam ritmo circadiano quanto ao habito
alimentar ( Girard ef al.,1992 ).

Como pode ser observado nas figuras IV.1 e IV.2 a velocidade
maxima de oxidacao da glicose a CO-, e velocidade maxima da sintese
de lipidios a partir da mesma por fatias de cerebelo de ratos de 10 dias
de idade foi alcangada com a concentracao de 5,0 mM de glicose.
Provavelmente, isto é decorrente do baixo Km dos transportadores de
glicose no Sistema Nervoso Central e do baixo Km da hexoquinase
para a glicose. O GLUT 1, o principal transportador de glicose nos
astrocitos apresenta um Km inferiora 1 Mm; o GLUT 3 (o principal
transportador de glicose encontrado nos neurdnios) apresenta um Km
emtornode 1,6 mM (Haraetal.,1989).

Como pode ser observado nas figuras V.13 e V.14 tanto a
oxidacdo da glicose a CO,, quanto a sintese de lipidios a partir da
mesma por fatias de cerebelo de ratos foi significativamente maior a
partir da fatias de cerebelo de ratos adultos em relacao aos resultados
obtidos nas demais idades estudadas. Provavelmente, este resultado
€ decorrente do aumento da atividade das enzimas da rota glicolitica
com o aumento da idade dos animais ( Booth ef a/.,1980 ).

Como pode ser observado nas figuras V.25, V.27, IV.29 e V.31
a velocidade de oxidacéo da glicose a CO, é superior a oxidacdo do
ROH-Butirato e glicerol a CO, em todas as idades estudadas. Nas
idades de 21 dias de vida pos-natal e na idade adulta a oxidacdo da
glicose a CO, é também superior a oxidacdo da glicina a CO,, como
pode ser observado nas figuras V.29 e [V.31. Em termos de producao
de ATP, a oxidacdo da glicose a CO, produz mais ATP do que a
oxidacao da glicina em todas as idades estudadas, pois a mesma é
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quase exclusivamente oxidada através do sistema de clivagem da
glicina, o qual produz um mol de CO,, um mol de NHi;, um mol NADH
e um mol de tetraidrofolato-metileno por mol de glicina oxidada.

Como pode ser observado na figura V.35 a oxidacdao da [1-
“C]glicina a CO, é cerca de 35 vezes superior a oxidacdo da [2-
“C]glicina a CO.. Este resultado evidencia que a oxidacio da glicina
ocorre quase exclusivamente através do sistema de clivagem da
glicina.

Os resultados mostrados na figura V.36 fortalecem a conclusao
de que a oxidacao da glicina a CO, é realizada através do sistema de
clivagem da mesma, pois se a glicina fosse significativamente oxidada
através de sua conversao a piruvato, a sintese de lipidios a partir da
[2-'“C]glicina obrigatoriamentre seria superior & observada em relacéo
a [1-"*C]glicina.

Em trabalho submetido a publicagdo, mostramos que ndo se
formam lipidios neutros a partir de [1-'*C]glicina e da [2-"*C]glicina e
que os lipidios formados correm com padrdes eletroforéticos
equivalentes a glicerolipidios e esfingolipidios. Neste mesmo trabalho
mostramos que a oxidacao da [1-"“C]glicina é quatro vezes superior no
cerebelo e no cortex cerebral em relacdo a medula oblonga; a
atividade do sistema de clivagem da glicina é cerca de quatro vezes
maior nestas estruturas em relagéo a atividade encontrada na medula
oblonga (Daly et al.,(1976). O conjunto destes resultados mostram
claramente que a oxidacao da glicina no Sistema Nervoso Central
ocorre quase exclusivamente através do sistema de clivagem da

mesma.
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Em 1993, Bixel e colaboradores verificaram a utilizacdo de
aminoacidos de cadeias ramificadas e glicina por culturas de astrocitos
€ encontraram que a meia vida da utilizacdo da leucina foi de oito dias
e a da valina de dezesseis dias, enquanto que a glicina foi totalmente
utilizada em quatro dias.

Em 1997, Govinatski e colaboradores, verificaram que a
oxidacao da glicina a CO, por fatias de hipocampo de ratos durante o
periodo de lactacao foi dez vezes superior a oxidacao da leucina e
duas vezes superior a oxidacao da valina.

Em 1991, Sato e colaboradores, mostraram, através de técnica
de imunocitoquimica que no Sistema Nervoso Central o sistema de
clivagem da glicina encontra-se apenas nos astrocitos. Os astrécitos
perfazem em torno de 20% do volume cerebral (Sato ef al.,1991),
portanto a capacidade oxidativa da glicina nestas células é realmente
muito élevada.

Evidéncias recentes sugerem que a glicina tem um papel
importante na neurotransmissao, sendo um neurotransmissor inibidor
na medula espinhal e mediando neurotransmissdo excitatéria na
cortex cerebral e na porcao anterior do cérebro ( Dringer ef al.,1998 ).
Portanto, os astrocitos parecem desempenhar também um papel
importante na regulacdo dos niveis da glicina no Sistema Nervoso
Central. A glicina também tem um papel importante nos processos de
sintese no Sistema Nervoso Central. Seus carbonos sao utilizados
para a sintese de purinas, glutatiao, creatina e delta-aminolevulinato
(Dringer et al.,1998 ).

Como pode ser observado nas figuras IV.9 e IV.10 a velocidade
de oxidacao da glicina a CO, e a sintese de lipidios a partir da mesma
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tendem a saturar com a concentracido de 2,0 mM de glicina. Como
pode ser observado na figura V.21 a oxidacdo da glicina a CO;
aumenta da idade fetal até os 10 dias de vida p6s-natal e apos diminui
significativamente com o aumento da idade dos animais. Como pode
ser observado na figura IV.22 a sintese de lipidios a partir da glicina
aumenta com a idade dos mesmos. Resultados semelhantes foram
obtidos por Govinatski e colaboradores, em 1997, utilizando fatias de
hipocampo. Dos nutrientes energéticos estudados, apenas o lactato e
a glutamina apresentaram uma maior oxidacdo a CO, do que a
glicose. A sintese de lipidios a partir da glicose foi superior a sintese
de lipidios a partir de BOH-Butirato, glicerol, glicina e glutamina em
todas as idades estudadas.

Crone, em 1965, mostrou que a passagem do glicerol através
da barreira sangue-cérebro é insignificante. Em 1984, Tildon e
colaboradores mostraram que em homogeneizado de cérebro de
ratos de diferentes idades a velocidade de oxidacdo do glicerol a CO,
€ superior a velocidade de oxidacdo da glicose a CO,. No presente
trabalho mostramos nas figuras V.7 e IV.8 que o cerebelo é capaz de
utilizar o glicerol tanto para a sintese de lipidios, quanto para a
obtencdo de energia. Certamente o glicerol utilizado pelo Sistema
Nervoso Central seja o resultante do catabolismo dos glicerolipidios
do proprio Sistema Nervoso Central. O Km da gliceroquinase cerebral
€ de aproximadamente 70 uyM. No presente trabalho nao obtivemos
saturacdo tanto para a oxidacado do glicerol a CO, quanto para a
sintese de lipidios a partir do mesmo com a concentracio de 1,0 mM.
Como pode ser observado nas figuras IV.19 e IV.20 tanto a oxidacao
do glicerol a CO,, quanto a sintese de lipidios a partir do mesmo foi
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maior na idade adulta em relacao as demais idades; resultados
semelhantes foram também obtidos por Tildon e colaboradores, em
1983, utilizando homogeneizado cerebral, e tais resultados mostram
que possivelmente o aumento da utilizacdo do glicerol na idade adulta
ndao seja devido a um maior transporte do glicerol através da
membrana plasmatica. |

Como pode ser observado na figura V.28, dos nutrientes
~energéticos estudados, apenas o lactato apresentou uma maior
conversao a lipidios em relacao a glicose na idade de 10 dias de vida
pés-natal.

A glutamina e a glicina foram os nutrientes que tiveram uma
menor conversao a lipidios em relagdao aos demais nutrientes
energéticos em todas as idades estudadas. Para a glicina temos uma
explicacao pertinente, pois a mesma é oxidada a CO, quase
exclusivamente pelo sistema de clivagem da mesma, portanto nao
forma lipidios neutros. Quanto a glutamina nao possuimos uma
explicacao pertinente para sua baixa conversao a lipidios, pois a
mesma € transformada a glutamato pela glutaminase e este é
transformado em a-ceto-glutarato tanto por transaminacado, quanto
pela glutamato desidrogenase. O o-ceto-glutarato é um dos
intermediarios do ciclo de Krebs, portanto teria as condicGes
necessarias para ser um bom precursor para a sintese de lipidios.

Em relacdo a metabolizacdo da glicose a CO, e a sua
conversdo a lipidios na idade de aproximadamente 21 dias de
gestacao,como pode ser observado nas figuras V.25 e V.26, nossos
resultados diferem dos de Medina e Fernandez(1986). Os referidos
autores mostraram que a oxidacao do ROH-Butirato a CO, por fatias
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de cérebro de ratos foi superior a oxidacao da glicose a0 mesmo
composto, assim como a sintese de lipidios a partir do BOH-Butirato
foi superior a sintese de lipidios em relacdo a glicose. A principal
diferenca entre os experimentos diz respeito as estruturas cerebrais
utilizadas, cerebelo em nosso trabalho e cérebro no trabalho de
Medina e Femandez(1986). Outra diferenca é referente ao meio de
incubacido utilizado; Medina e Fernandez utilizaram uma solugao
fisiologica fosfato/salina, enquanto no presente trabalho utilizamos o
meio Krebs-Ringer bicarbonato. Os corpos cetbnicos séo importantes
nutrientes energéticos para o Sistema Nervoso Central no minimo em
quatro situacbes, a saber: 1- durante a lactacdo; 2- durante o jejum ;
3- no diabético descompensado; 4- dieta cetogénica. Uma das
utilizacbes terapéuticas da dieta cetogénica é no tratamento da
epilepsia. Erecinska e colaboradores, em 1996, verificaram que a
adicao de corpos cetdnicos a0 meio de incubagdo aumentam a
concentracao de GABA e diminuem a concentracao de aspartato nos
sinaptosomas. Sato e colaboradores, em 1995, verificaram que a
perfusdao do coracdo com um meio contendo corpos cetdnicos
aumentou a concentracao de acetil-CoA de quinze a dezoito vezes no
musculo cardiaco, com conseqiiente reducdo nos niveis de CoASH. A
redugéo da CoASH na matriz mitocondrial ocasionaria uma diminuicdo
na sintese de succni-CoA=» succinato=» fumarato=>malato=>
oxalacetato=>» aspartato; por outro lado a diminuicdo nos niveis de
CoASH determinaria um aumento nos niveis de o
cetoglutarato=>glutamato. Wu & Roberts em 1974, e Porter & Martin
em 1987, verificaram que o efeito dos corpos cetbnicos no
metabolismo do GABA ¢é exercido ao nivel da glutamato
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descarboxilase, a qual é estimulada pelo aumento na concentracdo do
glutamato, o substrato da enzima, e pela diminuicdo do aspartato um
possivel inibidor da enzima. Os resultados de Erecinska e
colaboradores, em 1996, explicam, no minimo em parte, os efeitos
benéficos da dieta cetogénica no tratamento da epilepsia.
Primeiramente, os niveis de GABA, um neurotransmissor inibidor
aumentam; em segundo lugar, a concentracao de aspartato diminui
significativamente (Gale,1992). Embora o papel do aspartato como
neurotransmissor excitatéorio nao esteja bem estabelecido, este
aminoacido € um poderoso agonista dos receptores NMDA.

Como pode ser observado nas figura IV.11 a velocidade maxima
de oxidacao da glutamina a CO, foi atingida com uma concentracao
de 1,0 mM, ja a velocidade para a sintese de lipidios a partir da
glutamina foi atingida com a concentracéo de 2,0 mM, como pode ser
observado na figura IV.12. No presente trabalho utlizamos a
concentracédo de 2,0 mM de glutamina tanto para o estudo da
oxidacado da mesma a CO,, como para verificar a sua conversao a
lipidios.

Como pode ser observado na figura V.23 a oxidacdo da
glutamina a CO, foi duas vezes superior na idade adulta em relacao
as demais idades. Resultados semelhantes foram obtidos por Tildon e
colaboradores, em 1984, utilizando células isoladas do Sistema
Nervoso Central, sendo que os' mesmos pesquisadores nao
encontraram variacao com a idade quando utilizaram homogeneizado
cerebral. Estes resultados levaram Tildon e colaboradores a proporem
que possivelmente o aumento da oxidacdo da glutamina na idade
adulta seja devido a um aumento no transporte da mesma através da
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membrana plasmatica. A sintese de lipidios a partir da glutamina foi
insignificante quando comparada com a sua velocidade de oxidacao a
CO, e diminuiu acentuadamente com a idade dos animais.

O glutamato é o principal neurotransmissor do Sistema Nervoso
Central (Ozawa et al.,1997). Tem sido proposto que um ciclo de
neurotransmissor existe entre neurbnioc e astrocitos (Berl,1962;
Benjamin & Quastel,1990), o glutamato é liberado pelos neurdnios nas
fendas sinapticas e captato pelos astrécitos e convertido em glutamina
pela enzima glutamina sintetase (enzima astroglial). A glutamina é
sinapticamente inativa, difunde dos astrocitos para os neuronios onde
€ convertida a glutamato pela enzima  glutaminase,
predominantemente neuronal, fechando assim o ciclo. |

Yudkof e colaboradores, em 1996, usando ["*N]Jleucina como
marcador mostraram que aproximadamente um terco do grupo amino
da glutamina origina-se da leucina por transaminacao. A passagem da
glutamina através da barreira sangue-cérebro é insignificante (Grill et
al.,1992). Os aminoacidos ramificados, 0s quais prontamente
atravessam a barreira sangue-cérebro (Smith et al.,1987), sd0 uma
fonte potencial de nitrogénio para a formacdo de glutamato e
glutamina.

Como pode ser visto na figura IV.35 a velocidade de oxidacao da
[1-'*C]glicina é cerca de 35 vezes superior & velocidade de oxidacao
da [2-"“C]glicina, e a sintese de lipidios a partir da [1-'*C]glicina nao
diferiu da velocidade de sintese de lipidios a partir da [2-'“C]glicina
como pode ser visto na figura IV.36. Em trabalho submetido a
publicacdo mostramos que [1-"*C]glicina e a [2-"“C]glicina n3o s3o
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convertidas a lipidios neutros. Estes resultados, tomados em conjunto,
mostram que a via de degradacdo da glicina no Sistema Nervoso
Central se realiza através do sistema de clivagem da mesma. Como ja
foi salientado, Sato e colaboradores, em 1991, mostraram que o
sistema de clivagem da glicina se localiza apenas nos astrocitos. Em
funcao do exposto, propomos que ha um acoplamento entre ¢ sistema
de clivagem da glicina (degradacao da glicina a CO,, NH; e metileno
tetraidrofolato) e a glutamina sintetase (glutamato + NH; + ATP), pois
ambas enzimas estao localizadas nos astrocitos, e 0 mesmo tem um
papel importante na captacao do glutamato liberado na fenda sinaptica
e na sua transformacdao em glutamina. Pelo exposto o astrécito
certamente também desempenha uma funcao importante na
regulacao dos niveis de glicina no Sistema Nervoso Central. Como foi
mostrado neste trabalho a glutamina foi um dos principais nutrientes
energéticos utilizados por fatias de cértex cerebelar. McKenna e
colaboradores em 1986, mostraram que a utilizacao da glutamina foi
superior a utilizacdo do glicerol e da glicose em homogeneizado
cerebral de ratos de 4-6 dias, 18-20 dias e em ratos com mais de 90
dias de idade. A utilizacao da glutamina foi equivalente a utilizacao do
ROH-Butirato nas idades de 4-6 dias e 18-20 dias e foi mais de quatro
vezes superior em relacado a utilizacdo do mesmo na idade adulta.
Possivelmente, outra funcéo importante exercida pelos astrécitos seja
a reposicao de intermediarios do ciclo de Krebs, pois é a Unica célula
do Sistema Nervoso Central que possui a enzima piruvato carboxilase
(Wiesinger et al.,(1997).
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Sibson e colaboradores em 1998 realizaram um estudo
utilizando a técnica da C-RMN (Ressonancia Nuclear Magnética)
para determinar a relacdo entre 0 consumo de glicose e a sintese de
glutamina (o ciclo do neurotransmissor glutamato) em cértex cerebral.
Para isto utilizaram ratos submetidos a trés niveis de anestesia
diferentes, 0s quais resultaram em atividades dos
eletroencefalograficas  diferentes, com amplitudes desde o nivel
isoelétrico até acima do nivel de repouso. A velocidade do ciclo Krebs
e a velocidade de sintese de glutamina aumentaram com o aumento
da atividade elétrica. Em condicbes isoelétricas, a velocidade de
sintese de glutamina foi quase completamente nula, o que é
consistente com a supressao da atividade elétrica. A velocidade de
oxidacdo da glicose (CRMglix)) foi calculada através da medida da
velocidade do ciclo de Krebs (Vilringer ef al.,1995), enquanto a
velocidade do ciclo do neurotransmissor (glutamato=> glutamina=>
glutamato) foi calculada através da velocidade da sintese de glutamina
(Vgin) (Schurr et al.,1988). O consumo de glicose que foi determinado
em condi¢Oes isoelétricas foi apenas de 16% do total da glicose

consumida em condicOes de anestesia suave.

Uma implicacdo posterior do trabalho de Sibson e
colaboradores, em 1998, relaciona-se a consideravel quantidade de
energia que esta sendo utilizada no estado de “repouso” nao
estimulado. Neste estado, mais de 80% da energia utilizada pelo
Sistema Nervoso Central é decorrente da atividade sinaptica
glutamatérgica. Em humanos despertos, um aumento localizado do
consumo de glicose através de estimulagcdo sensoéria estd em ordem
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de 12 -20% em relacao ao periodo anterior a estimulacao (Fellows et
al.,1993;Schasfoort ef al.,1988), embora tenham sido relatados niveis
tao altos quanto 50% (Ledeen et al.,1992). De outro modo,0 aumento
focal do consumo de glicose durante tarefas cognitivas tende a ser da
ordem de 5-15% em relacdo ao periodo nao estimulado
(Halliwell,1992). Assim, o aumento da utilizacao de energia durante a
estimulacao do Sistema Nervoso Central € pequeno em consideracao
ao elevado nivel de utilizacido energética utilizada no periodo de
“repouso”. Parece razoavel, contudo, que a atividade estimulada nao
seja considerada um novo processo da atividade neuronal, mas uma
elevacdo do processo que ja esta ocorrendo num nivel elevado no
estado “nao estimulado’.

Em 1996, Magistretti e Pellerin propuseram um modelo de
interacao astrécito-neurénio no cérebro. Neste modelo, a utilizacdo da
glicose ocorre predominantemente pela gliclise nos astrécitos, o qual
transporta o lactato como substrato energético para os neurdnios.
Ademais, estes autores mostraram que, em cultura de astrocitos, o
consumo de glicose € acoplado a captacao do glutamato dependente
de sodio (Magistretti & Pellerin,1996). In vivo, estes transportadores
removem glutamato da fenda sinaptica através de um cotransporte
com 2 ou 3 Na' e com um transporte contrario de um K (e
possivelmente 1 OH ou 1 HCOz3) (Sokoloff et al.,1989; Schwartz et
al.,1979). Consequentemente, uma molécula de ATP seria requerida
por molécula de glutamato transportado para restaurar o gradiente de
sodio e potassio transmembrana via a ATPase N, /K". Pellerin e
Magistretti, em 1996, propuseram que a captacao do glutamato pelos
astrocitos € mantida pela glicolise. Contudo, a transformacdo do
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glutamato em glutamina (a forma no qual o “glutamato” retorna ao
neurdnio) no astrécito consome um ATP, o total de dois ATP seria
reposto pela transformacdo de uma glicose em dois lactatos. Neste
trabalho Pellerin e Magistretti (1996) mostraram que a captacao de
[’H] 2-deoxiglicose por cultura de astrocitos aumenta em funcado da
concentracao de glutamato no meio de incubacdo. Os referidos
autores também mostraram que a liberacao de lactato dos astrécitos
para o meio de cultura é funcao da concentracao de glutamato no
meio de cultura. O D-aspartato € um aminoacido nao natural
cotransportato com Na* através dos transportatores do glutamato e
nao é posteriormente metabolizado ( Magistretti et al., 1993 ).

Em 1984, Bowman e colaboradores mostraram que o D-
aspartato estimula a captacdo de **Rb (um marcador da ATPase
dependente de Na'/K' em astrocitos). Varias evidéncias apontam
para 0 acoplamento entre a atividade da ATPase dependente de
N.' /K" e a glicdlise, sob condicdes de oxigenacdo adequadas. Este
fendbmeno é chamado de gliclise aerdbica, e foi matéria de intenso
debate entre Warburg e Krebs(1972) sobre a natureza do seu
significado fisiologico. Atualmente, € aceito que certos tecidos (Lynch
& Balaban,1987;Parker & Hoffman,1967), incluindo o cérebro, pode
transitoriamente consumir glicose glicoliticamente e produzir grande
quantidade de lactato na presenca de um nivel suficiente de oxigénio
para a realizacdo de um metabolismo aerdbico. Um mecanismo
proposto é a associacdo entre a ATPase dependente de N.'/K' e
algumas enzimas da rota glicolitica (notadamente a fosfoglicerato
quinase) (Parker & Hoffman,1967). Evidéncias sugerem que a ATPase
dependente de N, /K' utiliza um “pool” de ATP fornecido pela
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atividade da glicerato quinase ligada a membrana plasmatica. A
utilizacao da glicose produz ATP, porém a utilizacdo do mesmo pela
ATPase dependente de N, /K mantém a atividade da
fosfofrutoquinase elevada. O NAD® consumido na reacédo
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase é recuperado na reacdo
catalisada pela lactato desidrogenase.

Em 1996, Magistretti e Pellerin mostraram que o D-aspartato
aumentou a captacdo de ¥R, , e de *H-de 2-deoxiglicose e aumentou
a liberacao de lactato dos astrocitos para o meio de cultura. Estes
resultados estdo em consonancia com os resultados obtidos in vivo
em humanos através da técnica de imagem funcional de ressdnancia
magnética (Prichard et al.,1991;Frahm et al,1996), que mostram um
aumento da producdo de 'H-lactato durante a ativacdo da atividade
cerebral. Os resultados de Pellerin e Magistretti (1996) também sao
consistentes com os resultados obtidos através da tomografia por
emissao de positron (Fox et al.,1988;Fox & Raichle,1986), que
mostram que durante a ativacao fisiologica do Sistema Nervoso
Central, ha um desacoplamento entre a utilizacdo da glicose e o
consumo de oxigénio.

O (dlicogénio em cérebro de mamiferos € principalmente
encontrado nos astrécitos (Cataldo e Broadwell,1992). A glicogénio
fosforilase, a principal enzima da glicogendlise, & também
predominantemente encontrada nos astrécitos (Pfeiffer et
al.,1990;Reinhart et al.,1990). A funcdo do glicogénio nos astrocitos,
todavia € desconhecida. O glicogénio pode ser uma fonte de energia
para os astrocitos ou para as células vizinhas como os neurdnios
(Magistretti,1988 ). A glicogendlise nos astrocitos € induzida pelos
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neurohorménios noradrenalina (Quach ef al,1978;Cambray et
al 1988;Rosemberg & Dichter,1987), histamina (Magistrefti et
al.,1981), serotonina (Quach et al.,1982), peptidio intestinal vasoativo
(Magistretti et al.,1981 ),e adenosina (Magistretti ef al.,1986). O nivel
do glicogénio nos astrécitos é também modificado pela concentracao
de glicose (Cambray et al.,1988;Swanson ef al.,1990). A insulina é um
dos principais horménios que regula a concentragao do glicogénio nos
6rgaos periféricos (Stalmans ef al,1987;Van de Werve &
Jeanrenaud,1987). Em hepatocitos em cultura, a insulina aumenta a
sintese do glicogénio e reduz a atividade da glicogénio fosforilase
(Schudt,1979; Schudt,1980; Hartmann ef al,1987; Salhanick et
al.,1989). O cérebro contém peptidios semelhantes a insulina,
incluindo o fator de crescimento semelhante a insulina | (IGF 1) (Wood
et al.,1989), da mesma forma contém o0s receptores correspondentes
(Roth et al.,1986;Rosenfeld ef al.,1987). Ademais, os receptores do
IGF | estao presentes nos astrécitos (Shemer ef al.,1987). A retirada
de glicose'do meio de uma cultura primaria de astrocitos ocasiona
uma rapida diminuicao do nivel de glicogénio nos astrécitos, com uma
meia vida de sete minutos (Dringen & Hamprecht,1992). Ao se
adicionar novamente glicose ao meio de cultura a concentracao do
glicogénio nos astrocitos volta a aumentar, atingindo um patamar na
concentracao de 5,0 mM de glicose (Dringen & Hamprecht,1992). A
metade da quantidade maxima da concentracdo de glicogénio é
atingida apo6s 45 minutos da adicdo da glicose na cultura e 0 maximo
da concentragao de glicogénio € atingida apds 2-3 horas da adicao da
glicose ( Dringen & Hamprecht,1992 ). A adicao de insulina ou IGF | ao
mei0 de uma cultura primaria de astrécitos aumenta
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significativamente a sintese de glicogénio nos mesmos (Dringen &
Hamprecht,1992 ). Tanto a insulina, quanto o IGF 1, propiciaram uma
mesma concentracdo maxima de glicogénio nos astrocitos; porém a
concentracdo dos horménios para atingir este maximo foi diferente
(Dringen & Hamprecht,1992). O IGF | foi 1,5 ordem mais potente do
que a insulina para o estimulo que ocasionou o aumento da metade da
concentracdo maxima de glicogénio nos astrocitos. Um dos mais
importantes aspectos da degradacao do glicogénio nos astrocitos € o
destino dos residuos glicosila. A glicose proveniente da degradacao
do glicogénio dos astrocitos ndo aparecem no meio de incubacao
(Wiesinger ef al.,1997). Quase a totalidade da glicose contida no
glicogénio dos astrocitos € transformada em lactato e aparece como
tal no meio de cultura (Wiesinger et al.,1997). Este lactato poderia ser
um excelente substrato energético para os oligodendrécitos, ( Kao-Jen
et al.,(1980; Snyder et al.,1983 ) e alguns neurbnios como as células de
Purkinge (Kao-Jen & Wilson,1988).

Varios estudos sugerem que o Sistema Nervoso Central nao é
necessariamente diferente de outros tecidos com respeito a producao
de lactato em condicbées aerdbicas. Sobre condicoes de estimulacdo
do Sistema Nervoso Central, a concentracdo de lactato intracerebral
aumenta significativamente em relacdo a concentracao de lactato no
estado nao estimulado, tanto em humanos (Schurr et al.,1988) como
em ratos (Fellows ef al.,(1993). Varios estudos in vifro mostraram que o
tecido cerebral produz lactato aerobicamente, enquanto outros
mostraram a capacidade do Sistema Nervoso Central utilizar lactato
como nutriente energético.
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Ha mais de quatro décadas atras, Mcliwain (Mcliwain,1953;
Mcliwain,1956) mostrou que fatias de cortex cerebral de cobaia
utilizam lactato. Quando o substrato energético utilizado foi a glicose, o
lactato acumulou no meio de incubacdo (Mcliwain,1953). O acumuio
de lactato no meio de incubacao a partir da glicose foi inicialmente
rapido (50 pymol/g/h), porém diminuiu apGs alguns minutos para cerca
de 75% da velocidade inicial. Este declinio nos “niveis de producao® foi
devido a utilizacdo do lactato como substrato energético, quando a sua
concentracdo no meio de incubacao atingiu niveis superiores a 3,0
'mM . Larrabee (1995) mostrou que o ganglios simpaticos produzem
mais CO, a partir de 2,0 mM de lactato do que a partir de 5,5 mM de
glicose. Se o Sistema Nervoso Central produz substancial quantidade
de lactato, uma diferenca artério-venosa ( A-V ) seria esperada (isto é:
O Sistema Nervoso Central liberaria lactato para 0 sangue venoso).
Contudo, uma diferenca artério-venosa negativa raramente foi
encontrada ( Magistretti ef al.,1993;Kety,1957 ). Se o Sistema Nervoso
Central ndo acumula lactato, entao qual seria o destino deste produto
glicolitico final? Provavelmente, o cérebro utiliza o lactato, e neste
caso o termo produto final é totaimente inadequado. O lactato € um
substrato energético para o Sistema Nervoso Central?

Em 1988, Schurr e colaboradores mostraram evidéncias de que
o lactato pode completamente substituir a glicose para a manutengao
da atividade neural em fatias de hipocampo. Em trés estudos
separados Drewes ef al, em 1973, Ljunggren ef al, em 1974 e Steen et
al, em 1979, determinaram o nivel de glicose e lactato em pmol/g de
tecido cerebral in vivo em situacbes de oxigenacao normal (normoxia),
no final do periodo de isquemia/anoxia e depois do periodo de
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reperfusdo/reoxigenacdo. O nivel de glicose cerebral diminuiu
acentuadamente apés o periodo de isquemia em relacdo ao periodo
de normoxia. Apés o periodo de reperfusao/reoxigenacao cerebral o
nivel de glicose cerebral foi superior a duas vezes ao nivel do periodo
de normoxia, estes resultados foram encontrados pelos trés grupos de
pesquisadores (Drewes et al,1973;Ljunggren et al,1974,Steen et
al.,1979). Quanto ao lactato, a variacao foi Oposta a da glicose, ou
seja, o lactato cerebral aumentou significativamente ap6s o periodo de
isquemia (mais de cinco vezes em relacao ao periodo de normoxia) e
diminuiu acentuadamente apés o periodo de reperfusado/reoxigenacao,
estes resultados também foram encontrados pelos trés grupos de
pesquisadores.

Recentemente, dois transportadores de acidos monocarboxilicos
(MCT1 e MCT2) foram identificados e mostraram diferentes
distribuicbes em cérebro de camundongo. MCT1 é encontrado
particularmente no endotélio vascular, enquanto o MCT2 foi
encontrado principalmente no hipocampo e nos neurdnios corticais.
Medidas da liberacao de lactato por neurbnios e astrécitos mostraram
que s6 os astrocitos podem produzir substancial quantidade de lactato
quando submetidos a condicbes de hipoxia ou de reduzida
concentracdo de glicose no meio de cultura (Walz & Mukerji,1988;
Walz & Mukeriji, 1990).

A liberacao do lactato dos astrocitos para os neurbnios tem
recebido muita atencao nos ultimos anos (Lear & Kasliwal,1991;Volk et
al,1997). O transporte do lactato dos astrocitos para os neurdnios
pode exercer um papel importante depois de insultos metabdlicos, tais
como isquemia, ou hipoxia. Cabe salientar que a lactato
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desidrogenase que predomina nos astrocitos € a LDH-5, ou seja a
mesma forma encontrada no tecido muscular esquelético, tecido que
pode fazer principalmente gliclise anaerdbica em determinadas
situacbes (Bittar et al,1996), enquanto a isoforma da LDH que
predomina nos neurdnios é a LDH-1, que é a forma que predomina no
musculo cardiaco, tecido que faz glicolise aerébica (Bittar et al.,1996).

Recentes estudos realizados pelo grupo de Schurr e
colaboradores (Schurr et al.,1997), utilizando fatias de hipocampo de
ratos adultos, mostraram que o acumulo de lactato durante o periodo
de privacdo de oxigénio €& de absoluta necessidade para a
recuperacao da funcao sinaptica ap6s a reoxigenacao.

Como pode ser observado na figura V.2 (Schurr et al.,1997), as
fatias de hipocampo que durante a privacdo de oxigénio puderam
produzir grande quantidade de lactato, apés o periodo de
reoxigenacao conservaram uma elevada porcentagem de atividade
sinaptica. De outro modo, aquelas fatias que ndao puderam produzir
lactato em quantidade significativa durante o periodo de privacdo de
oxigénio, apresentaram uma atividade sinaptica desprezivel ap6s o

periodo de reoxigenacao.
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Fatias (%) mostrando fungdo apos hipoxia
de 23 minutos e reoxigenagdo de 30 minutos
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FIGURA V.2. Niveis de lactato e glicose em fatias de hipocampo de rato antes,
durante e apés 23 minutos de hipdéxia. As fatias receberam 20 mM de D-glicose em liquido
cefalorraquidiano artificial. A D-glicose foi substituida por 2-deoxiglicose (2DG, 20 mM) por
13 minutos tanto no inicio do periodo hipoxico (A) quanto 10 minutos apés o inicio da
hipéxia (B). A recuperacdao da funcao sinaptica com a reoxigenacio € mostrada no painel
superior. Adaptado de Schurr eial., Dev Neurosci. 20: 348-357,1998
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No que se refere aos resultados de utilizacdo do lactato por
fatias de cerebelo de ratos realizados nesta Tese, pode ser observado
nas figuras IV.25,27,.29,31 que o lactato foi o nutriente energético
mais oxidado a CO; nas ida_des de 21 dias de gestacao, 10 dias de
idade e 21 dias de idade em relacao aos demais nutrientes estudados.
Na idade adulta a glutamina apresentou uma maior oxidacao a CO, do

-que o lactato. O lactato foi o nutriente energético mais utilizado para a

sintese de lipidios aos 10 dias de idade em relacao aos demais
nutrientes energéticos (figura IV.28). Nas demais idades, o lactato e a
glicose tiveram uma participacao na sintese de lipidios equivalente
entre si, porém em relacdo aos demais nutrientes energéticos a
participacdo da glicose e do lactato foram significativamente
superiores como pode ser observado nas figuras IV.26,29,30.

Em funcdo do exposto, quanto a utilizacado do lactato como
nutriente energético pelo Sistema Nervoso Central nesta Tese;, a
resposta ao questionamento feita por Schurr (1997) e por nés
mesmos (pagina 135), em relacdo a utilizacdo do mesmo como
nutriente energético pelo Sistema Nervoso Central, a resposta é sim.
Como afirmativa, foi a resposta de Schurr para sua prépria indagacao
(1988) . Durante as 2-3 primeiras horas de vida pds-natal o lactato é o
principal nutriente energético utilizado pelo Sistema Nervoso Central
(Medina et al.,1990). Durante o periodo de lactacdo, se a lactatemia
aumentar, aumenta a utilizacdo do mesmo pelo Sistema Nervoso
Central (Cremer et al.,1982). Durante a vida adulta o Sistema Nervoso
Central utiliza o préprio lactato que produz (Schurr et al,1988 ;
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Magistretti & Pelleri,1996; Larrabee et al.,1995; Drewes ef al.,1973 ;
Ljunggren, 1974, Steen et al.,1979).

Cabe neste momento abordar alguns aspectos do metabolismo
do Sistema Nervoso Central relativos a funcao (ou existéncia) da
enzima glicose-6-fosfatase, a liberacdo de lactato pelos astrocitos, a
ndo liberagao de glicose pelos astrocitos. O sucesso das técnicas de
autoradiografia, das técnicas da tomografia por emissdo de positrons,
que sao variantes do método de captacdo de 2-deoxiglicose para a
estimacdo da velocidade metabdlica regional do cérebro, que
pressupdéem minima atividade (desprezivel) da enzima glicose-6-
fosfatase, fortaleceram a conviccado geral de que o Sistema Nervoso
Central nao possui atividade significativa da enzima glicose-6-
fosfatase (Fox ef al,1986), nao obstante, o fato de diversos
pesquisadores terem encontrado baixa atividade desta enzima nb
- Sistema Nervoso Central (Karnovsky et al.,1882 ; Colilla et al.,1975).
Estudos realizados em humanos, utilizando a técnica de dupla
imunofluorescéncia, detectaram a enzima glicose-6-fosfatase
(colocalizada com a proteina glial fibrilar acida, GFAB) em alguns
astrocitos, porém nao em todos astrécitos (Bell et al.,1993). A glicose-
| 6-fosfatase também foi localizada em cultura primaria de astrécitos por
técnica de “imunobiot” e sua atividade também foi determinada
(Forsyth et al.,1993). A principal diferenga encontrada entre a glicose-
6-fosfatase cerebral e as glicose-6-fosfatases hepatica e renal é o
elevado Km da glicose-6-fosfatase cerebral (5-15 mM) em relac@o aos
Km das glicose-6-fosfatase renal e hepatica (em tomo de 0,5 mM)
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(Forsyth,1996). Contudo, a enzima cerebral ndao é uma nova
isoenzima, conforme verificado por Forsyth e colaboradores em 1993.

Forsyth e colaboradores, em 1996, encontraram um Km de 2,0
mM para a glicose-6-fosfatase cerebral de ratos de até 40 dias de
idade. Com o aprimoramento dos métodos de deteccdo da glicose-6-
fosfatase foi possivel mostrar que esta enzima nao se encontra
apenas em tecidos classicamente gliconeogenéticos, mas também se
encontra em uma variedade de tecidos, incluindo o tecido cerebral
(Burchell ef al, 1983; Shank et al,1985). As enzimas
piruvatocarboxilase, fosfoenolpiruvato carboxiquinase (Zimmer &
Magnuson,1990) e  frutose 1,6-bi-fosfatase (Majumber &
Eisenberg,1977; Liu & Fromm,1988; Schmoll et al.,1995) que sao
enzimas essenciais para a gliconeogénese, foram todas elas
encontradas nos astrocitos.

Existem evidéncias que a gliconeogénese ocorre em fatias
cerebrais (Forsyth ef al.,1996) e em cultura de astrécitos (Forsyth et
al.,1996).

Forsyth e colaboradores,em 1996, incubaram astrécitos com um
meio contendo 0; 0,5 ou 20 mM de frutose e mediram a concentracao
dé glicose e lactato no meio de incubacao durante um periodo de trés
horas. Durante este periodo, a liberacdo de lactato para o meio de
incubacao foi acentuadamente superior a fiberagéo de glicose para o
meio de incubacdo em todas as condicdes estudadas. Em 1993,
Dringen e colaboradores, nao conseguiram detectar a liberacdo de
glicose dos astrécitos para um meio de cultura que antes da incubacao

nao continha glicose.
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Possivelmente existem diversas razbes para a relativa falta de
liberacdo de glicose para 0 meio de incubagcéo por células que
expressam a enzima glicose-6-fosfatase (Forsyth ef a/,1996). O
volume extracelular numa cultura celular em monocamada pode ser
considerado infinito, o qual pode facilitar a difusdo do lactato,
exagerando o papel do metabolismo glicoliico em relagdo ao
metabolismo oxidativo (Hertz & Peng,1992). O Km da glicose-6-
fosfatase em astrécitos € alto (Schmoll et al.,1995), porém o valor do
Km in vivo ndo é conhecido. /n vitro, os Km relativos a glicose-6-
fosfatase e hexoquinase (aproximadamente 5 mM e 40 uM
respectivamente) tenderao a favorecer a captacdo da glicose e sua
fosforilacdo. Contudo, quando astrécitos foram pré- incubados por 20
minutos em um meio contendo 5,0 mM de glicose + 2,0 mM de 2-
deoxiglicose+ [2-°H]2-deoxiglicose e ap6s transferidos para um meio
que nao continha nem glicose nem 2-deoxiglicose, observou-se o
seguinte: 1- no final da pré-incubacao, a concentracao de 2-
deoxiglicose-6-fosfato intracelular era quatro vezes superior a
concentracao intracelular de 2-deoxiglicose; 2- ap6s 60 minutos de
incubacao, a concentracao de 2-deoxiglicose-6-fosfato intracelular caiu
a metade e a concentracdao de 2-deoxiglicose no meio de incubacao
era superior a duas vezes a concentracdo de 2-deoxiglicose
intracelular no final do periodo de pré-incubacao. Este experimento
mostra claramente que astrocitos “précarregados” com 2-
deoxiglicose-6-fosfato (em torno de 5 mM, quantidade suprafisiol6gica)
podem liberar glicose em grande quantidade para o meio externo.

Um modelo in vivo no qual os astrocitos regulem a liberacdo de
glicose para os neurdnios implica e necessita que seja um modelo em
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que haja compartimentalizacao da glicose no Sistema Nervoso Central
(Forsyth,1996). Alguns estudos anteriores (Betz ef al.,1974, Cremer et
al.,1975) mostram claras evidéncias da compartimentalizacdo da
glicose no Sistema Nervoso Central. Contudo, os modelos correntes
nao admitem a compartimentalizacao do “pool” de glicose no Sistema
Nervoso Central; isto significa que toda glicose cerebral, qualquer que
seja a sua localizacao, é considerada como um “pool“ dnico e
universal . Esta visao é devido a crenca de que o transporte de glicose
entre os varios compartimentos do Sistema Nervoso Central (neuronal
e astrocitico intracelular, e 0 espaco extracelular) é limitado pela
fosforilacao; isto é, que sobre condicdes fisioldégicas a velocidade do
transporte da glicose sempre excede a sua utilizacdo. Isto implica que
a concentracdo de glicose é rapidamente equilibrada entre os
diferentes compartimentos anatdmicos. Tal visdo pressupde que a
precisa captacdo de glicose pelos neurbnios (plasma=»neurdnio;
astrocito=»neurdnio) nao apresenta significancia funcional, devido ao
fato de serem cinéticamente indistinguiveis. A concentracao de glicose
cerebral (“pool” universal ) é estimada em 2,5 mM (Forsyth,1996).

Em 1996, Forsyth e colaboradores e Fellows & Boutelle, em
1993, utilizando a técnica de microdialises e 0 método de fluxo zero de
Lonnroth e colaboradores (Lonnroth et al.,1997) determinaram a
concentracao de glicose no liquido extracelular do striaftum em ratos
despertos (sem anestesia) e em ratos submetidos a um estresse de
imobilizacao por dez minutos (Fellows & Boutelle,1993) e em ratos que
tiveram suas caudas pressionados por cinco minutos. Nas trés
condicOes estudadas, a concentracao de glicose no meio extracelular-
cerebral nao ultrapassou a 1,0 mM. Tanto os ratos submetidos a
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imobilizacdo por dez minutos, quanto aos ratos que tiveram suas
caudas pressionadas por cinco minutos, apresentaram uma
concentracdo de glicose no liquido extracelular superior ao grupo
controle (ratos despertos ndo submetidos a testes). A concentracao de
glicose no liquido extracelular dos ratos imobilizados foi 80% superior
ao grupo controle (Fellows & Boutelle,1993). O pico do fluxo
sangiiineo nos ratos experimentais anteCedeu em mais de 15 minutos
ao pico da concentracao da glicose no liquido extracelular (Fellows &
Boutelle,1993). A fim de examinar se havia alguma relacao entre o
aumento da concentracao de glicose no fluido extracelular do striatum
e a velocidade do fluxo sangiiineo regional aplicou-se 50 pyM de
propranolol, um antagonista dos receptores R-adrenérgico no fluido de
perfusdao nos ratos que foram submetidos a pressédo na cauda
(Forsyth,1996). O propranolol bloqueou completamente 0 aumento da
concentracao de glicose no fluido extracelular de striatum, porém nao
causou nenhuma modificacado no fluxo sangiineo regional
(Forsyth,1996). A adicao de isoprenalina um agonista R-adrenérgico
causou aumento da concentracao de glicose no fluido extracelular
(Forsyth,1996 ). Determinacbes da concentracao de glicose no fluido
extracelular do striatum realizado por Forsyth e colaboradores, em
1996, e Fellows & Boutelle, em 1993, apontam evidéncias da
compartimentalizacdo do “pool” de glicose no Sistema Nervoso
Central. Especificamente, o trabalho de Forsyth e colaboradores, em
1996, sugere que a concentracao de glicose no liquido extracelular do
striatum pode ser influenciado por mecanismos operando
independente do fluxo sangiiineo, incluindo mecanismos mediados por
receptores R-adrenérgicos. A significAncia destas observacoes
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realizadas no striatum, &€ que os astrocitos do mesmo possuem a mais
elevada concentracao de receptores R-adrenérgicos encontrada no
Sistema Nervoso Central (Wilkin et al, 1990). Assim, o efeito da
infusdo de R-agonistas e R-antagonistas no striatum modificam a
concentracdo de glicose do fluido extracelular do mesmo,
provavelmente através de mecanismos atuando via receptores B-
adrenérgicos situados nos astrécitos. Devido a bem conhecida acao
glicogenolitica dos R-agonistas nos astrocitos in vitro (Magistretti ef al.,
1993), é possivel que os efeitos dos R-agonistas observados no
estudo de Forsyth e colaboradores, em 1996, operem via glicogendlise
nos astrécitos, causando um aumento da concentracao de glicose no
fluido extracelular, estimulada pela ativacao neuronal. Atualmente, ndo
se pode precisar qual seria o principal nutriente liberado pelos
astrocitos para nutricao neuronal. Acreditamos que o lactato é o
principal candidato. Pelo que foi exposto, podemos dizer que o
metabolismo do Sistema Nervoso Central é flexivel, complexo e

fascinante.
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VI.CONCLUSOES

Dos resultados encontrados e discutidos anteriormente, pode-se

concluir que:

1- Que o metabolismo de todos os nutrientes energéticos utilizados
nesta tese variaram ontogeneticamente. A oxidagcao a CO, dos
nutrientes energéticos glicose, lactato, glicerol e glutamina
aumentaram com as idades dos animais, enquanto a oxidacao a CO,
dos nutrientes ROH-Butirato e glicina diminuiram com as idades dos
animais.

A sintese de lipidios a partir dos nutriente energéticos glicose, ROH-
Butirato e glicerol aumentaram com as idades dos animais , enquanto
a sintese de lipidios a partir do lactato, glutamina e glicina diminuiram
com as idades dos animais.

2- A oxidacdo do lactato a CO, foi superior & oxidacao dos demais
nutrientes energéticos em todas as idades estudadas, excecao feita
em relacao a idade adulta, onde a glutamina apresentou uma maior
oxidacdo a CO, do que o lactato.

3- A glutamina foi o segundo principal nutriente energético a ser
oxidado a CO, por fatias de cerebelo de ratos.

4- Nas idades de 7, 14 e 21 dias de vida pds-natal, o ROH-Butirato

apresentou uma maior oxidacao a CO, do que o glicerol em qualquer
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idade estudada, porém na idade adulta a oxidacao do glicerol a CO, foi
superior a oxidacao do ROH-Butirato na mesma idade.

5- A oxidacdo da glicose a CO, foi superior a oxidacdo do ROH-
Butirato e do glicerol em todas as idades estudadas.

6- A glicina nas idades de 21 dias de gestacao e aos 10 dias de vida
pbés-natal apresentou uma oxidacdo a CO, superior a glicose nas
mesmas idades.

7- A glicina e o BOH-Butirato foram os nutrientes energéticos que
apresentaram uma menor oxidacao a CO, na idade adulta.

8- Na idade de 10 dias a sintese de lipidios a partir do lactato foi
superior a sintese de lipidios a partir da glicose; nas demais idades
estudadas, a glicose e o lactato nao apresentaram diferenca entre si.A
glicose e o lactato foram os principais nutrientes energéticos utilizados
para a sintese de lipidios em todas as idades estudadas.

9- Na idade adulta a sintese de lipidios a partir do BOH-Butirato foi
superior a sintese de lipidios a partir do glicerol, nas demais idades
estudadas a sintese de lipidios a partir dos dois substratosy nao
apresentaram diferenca entre si.

10- A dlicina e a glutamina foram os nutrientes energéticos menos
utilizados para a sintese de lipidios por fatias de cerebelo de ratos em
todas as idades estudadas.

11- A oxidacao do [1-"*C]glicina a CO, foi em torno de 35 vezes maior
do que a oxidacdo da [2-"*C]glicina na idade de 10 dias.

12- A sintese de lipidios a partir da [1-"“C]glicina nao diferiu da sintese
de lipidios a partir da [2-'*C]glicina na idade de 10 dias.
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13- A adicido de lactato na concentracao de 10 mM nao modificou a
oxidacao da glicose a CO, nem a sintese de lipidios a partir da
mesma num meio na qual a glicose estava na concentracao de 5,0 mM
em relacdo ao meio no qual o lactato nao foi adicionado, na idade de
10 dias.

14- A adicao de glicose na concentracao de 5,0 mM a um meio que
continha lactato a 10 mM estimulou a oxidacao do lactato a CO, e a
sintese de lipidios a partir do mesmo em relacao ao meio no qual nao
foi adicionado glicose, na idade de 10 dias.
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