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A acidemia metilmalônica é uma desordem metabólica hereditária envolvendo 

uma deficiência na atividade da enzima metilmalonil-CoA mutase, com resultante acúmulo 

de ácido metilmalônico (MMA) no organismo dos pacientes. Há evidências de 

comprometimento do metabolismo energético mitocondrial por MMA levando à 

neurodegeneração. Neste estudo avaliou-se o efeito in vitro de MMA no consumo de 

oxigênio por mitocôndrias isoladas de cérebro de rato na presença de diferentes 

substratos para a cadeia respiratória. MMA (1-10 mM) inibiu fortemente a respiração 

mantida por glutamato ou succinato. Nós confirmamos, por meio de experimentos sobre o 

transporte mitocondrial de succinato, que o efeito inibitório do MMA na respiração mantida 

por succinato deve-se à inibição do transportador mitocondrial de dicarboxilatos, 

impedindo a captação de succinato pela mitocôndria. Medidas do transporte mitocondrial 

de glutamato revelaram que o efeito do MMA na respiração mitocondrial mantida por 

glutamato não está relacionado à inibição da captação deste substrato pela mitocôndria. 

Enquanto o MMA mostrou um fraco efeito inibitório sobre a atividade das enzimas 

glutamato desidrogenase e aspartato transaminase, a atividade da -cetoglutarato 

desidrogenase foi significativamente inibida por MMA (Ki = 3,65 mM). Medidas do 

transporte mitocondrial de -cetoglutarato mostraram que o MMA extramitocondrial pode 

ser trocado pelo -cetoglutarato intramitocondrial, depletando este substrato da matriz 

mitocondrial, com consequente inibição da respiração mantida por glutamato. Nós 

observamos que organelas isoladas de cérebro podem acumular aproximadamente o 

triplo da concentração de MMA presente no meio extramitocondrial. Em adição, a inibição 

pelo MMA do consumo de oxigênio por fragmentos de cérebro de rato foi parcialmente 

prevenida pela presença de malato. Os efeitos in vivo do MMA foram estudados por meio 

das medidas de respiração e produção de espécies reativas de oxigênio em mitocôndrias 

isoladas de cérebro de ratos jovens cronicamente tratados (ip, 15 d) com MMA. Nenhuma 
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diferença foi observada entre as amostras controle e tratadas com MMA, indicando que o 

tratamento in vivo com MMA não leva à disfunção mitocondrial permanente. Ainda, 

estudos sobre o efeito do MMA na viabilidade e metabolismo de células neuronais e gliais 

foram realizados. Na linhagem neuronal tumoral PC12, o MMA diminuiu a viabilidade 

celular após 24h de tratamento. Os parâmetros de potencial de membrana mitocondrial e 

respiração foram avaliados após 7h de tratamento com MMA. MMA inibiu a respiração 

nas células intactas, porém, não alterou a respiração nas células permeabilizadas, nas 

quais não há restrição de substratos. A viabilidade de células de glioblastoma humano, U-

87MG, não foi afetada pelo tratamento com MMA. Já em astrócitos de cérebro de rato em 

cultura primária exposta ao MMA, a viabilidade e área celular foram reduzidas 

significativamente e alterações morfológicas também foram notadas. Tais observações 

nas células gliais primárias sugerem que as células tumorais sejam mais resistentes aos 

efeitos deletérios do MMA. Em conjunto, estes resultados indicam que o efeito inibitório de 

MMA no metabolismo oxidativo mitocondrial pode ser atribuído à inibição concomitante de 

enzimas específicas e transportadores, limitando a disponibilidade de substratos para as 

vias metabólicas mitocondriais. 
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Methylmalonic acidemia is an inherited metabolic disorder involving a deficiency in 

the activity of the enzyme methylmalonyl-CoA mutase or its cofactor 5’-

deoxyadenosylcobalamin that results in an accumulation of methylmalonate (MMA) in the 

body. There is evidence that MMA impairs mitochondrial oxidative metabolism, leading to 

neurodegeneration. In this study we evaluated the in vitro effect of MMA on oxygen 

consumption by isolated rat brain mitochondria in the presence of different respiratory 

chain substrates. MMA (1-10 mM) strongly inhibited glutamate-supported and succinate-

supported respiration. We confirmed that the inhibitory effect of MMA on succinate-

supported respiration is due to inhibition of the mitochondrial dicarboxylate transporter by 

MMA, blocking succinate uptake by mitochondria. Glutamate transport measurements 

revealed that the MMA effect on glutamate-supported respiration is not due to inhibition of 

mitochondrial uptake of this substrate. While MMA showed a weak inhibitory effect on 

glutamate dehydrogenase and aspartate transaminase, -ketoglutarate dehydrogenase 

activity was significantly inhibited by MMA (Ki = 3.65 mM). -ketoglutarate transport 

measurements showed that an exchange can take place between extramitochondrial MMA 

and intramitochondrial -ketoglutarate, depleting this substrate and consequently causing 

inhibition of glutamate-supported respiration. We observed that isolated brain organelles 

can accumulate nearly three times the concentration of extramitochondrial MMA. In 

addition, MMA inhibition of respiration by diced rat brain tissue was partially prevented by 

malate. MMA effects in vivo were studied by measuring respiration and reactive oxygen 

species generation in isolated brain mitochondria from young rats chronically injected (ip, 

15 d) with MMA. No differences were observed between control and MMA-treated 

samples, indicating that in vivo MMA treatment does not lead to permanent mitochondrial 

dysfunction. In addition, a study into the effect of MMA on the viability and metabolism of 

neuronal and glial cells was carried out. In the PC12 neuronal tumor cell line, MMA 
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decreased cell viability after 24 hours of treatment. Mitochondrial membrane potential and 

respiration were evaluated after 7 hours of MMA treatment. MMA inhibited respiration in 

intact cells but did not alter respiration in permeabilized cells, where there is no substrate 

deprivation. Cell viability of U-87MG human glioblastoma cells was not affected by MMA 

treatment. However, in cells from a primary culture of rat cerebral astrocytes, viability and 

cell area were significantly reduced and morphological alterations were also noted. The 

most evident effects of MMA were observed in primary cells, suggesting that tumor cells 

are more resistant to the deleterious effects of MMA. Taken together, these results 

indicate that the inhibitory effect of MMA on mitochondrial oxidative metabolism can be 

ascribed to the concurrent inhibition of specific enzymes and transporters, limiting the 

availability of substrates for mitochondrial metabolic pathways. 
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As mitocôndrias são organelas intracelulares com dupla membrana que têm 

como função predominante a geração de ATP pela fosforilação oxidativa, sendo a fonte 

primária de compostos altamente energéticos na célula. Além disso, elas desempenham 

outras funções importantes como a biosíntese de aminoácidos e esteróides, a beta-

oxidação de ácidos graxos, produção e detoxificação de espécies reativas de oxigênio 

(EROs), regulação do cálcio intramitocondrial e citoplasmático e transdução de sinais nas 

vias de sinalização intracelular em algumas formas de apoptose (Beal, 2005; Brand e 

Nicholls, 2011). 

A fosforilação oxidativa utiliza a energia armazenada nos alimentos para gerar 

um gradiente de prótons através da membrana mitocondrial interna, ao mesmo tempo em 

que transfere elétrons para o oxigênio molecular, produzindo água. A energia do gradiente 

de prótons conduz a síntese de ATP pela ATP-sintase (complexo V). Ao longo dos anos 

muitas desordens têm sido associadas a defeitos na fosforilação oxidativa. O 

requerimento de um tecido pela energia produzida na fosforilação oxidativa reflete sua 

dependência em relação à mitocôndria. Em humanos, a maior parte da energia produzida 

por neurônios é derivada da fosforilação oxidativa. Sendo assim, estas células são 

bastante dependentes das mitocôndrias, possuindo uma alta densidade destas e, 

consequentemente, apresentam-se muito mais vulneráveis ao comprometimento do 

metabolismo energético e à disfunção mitocondrial (Schapira, 2010; Schon e Przedborski, 

2011). 

1.1 Função mitocondrial e estresse oxidativo 

O processo mitocondrial de produção de energia ocorre pela ação combinada 

entre o ciclo do ácido cítrico, a cadeia respiratória e o sistema de fosforilação oxidativa. A 
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acetil-CoA formada pela oxidação de combustíveis orgânicos entra no ciclo do ácido 

cítrico e tem seus grupamentos acetil oxidados a CO2. A energia liberada no processo é 

armazenada pelas coenzimas derivadas respectivamente de nicotinamida e flavina, 

NADH e FADH2. Ambas atuam como transportadores de elétrons em suas formas 

reduzidas até alcançarem a cadeia respiratória mitocondrial. Esta é constituída por um 

conjunto de complexos multienzimáticos bioquimicamente conectados (complexos I, II, III 

e IV) na membrana interna mitocondrial, os transportadores de elétrons: coenzima Q (UQ) 

e citocromo c e ainda as proteínas ferro-enxofre. Ao alcançarem a cadeia respiratória, o 

NADH e o succinato transferem seus elétrons para a coenzima Q numa reação catalisada 

respectivamente pelos complexos I e II. Por sua vez, o complexo III carrega os elétrons da 

coenzima Q reduzida (UQH2) para o citocromo c, e deste os elétrons chegam ao seu 

destino final, o oxigênio molecular na citocromo c oxidase (complexo IV) (Nelson e Cox, 

2011). 

A NADH desidrogenase (complexo I) catalisa a transferência de 1 hidreto 

proveniente do NADH e 1 próton da matriz para a coenzima Q e a transferência de 4 

prótons da matriz para o espaço intermembrana. Com a saída dos prótons a matriz fica 

carregada negativamente e o espaço intermembrana torna-se carregado positivamente. 

Dessa forma, o complexo I atua bombeando prótons para o espaço intermembrana à 

custa de energia proveniente da transferência de elétrons sendo, portanto, processos 

obrigatoriamente acoplados. O ubiquinol (UQH2), forma totalmente reduzida da coenzima 

Q, deixa o complexo I e difunde-se pela membrana interna até a coenzima Q: citocromo c 

oxidoredutase (complexo III), onde é reoxidado. A UQ possui a propriedade de aceitar 1 

elétron, tornando-se o radical aniônico semiquinona (UQH•), ou aceitar 2 elétrons, 

gerando o ubiquinol. A coenzima Q tem a importante função de manter o acoplamento do 
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fluxo de elétrons ao movimento de prótons já que ela consegue transportar ambos 

(Nelson e Cox, 2011). 

No caso da succinato desidrogenase (complexo II), os elétrons são 

primeiramente transferidos do succinato para o FAD, e em seguida seguem 

sequencialmente para a coenzima Q, e o complexo III acopla a transferência de elétrons 

da coenzima Q reduzida para o citocromo c com o bombeamento vetorial de prótons para 

o espaço intermembrana. Devido à sua solubilidade, o citocromo c consegue transferir o 

elétron para o complexo IV, e neste o elétron é doado ao oxigênio molecular, reduzindo-o 

à água (Rottenberg H, 1998; Nelson e Cox, 2011) concomitantemente ao bombeamento 

de prótons para o espaço intermembranas. 

A energia livre gerada pela oxidação dos substratos com transferência de 

elétrons pela cadeia respiratória é utilizada para o bombeamento de prótons para o 

espaço intermembranas. Com isso ocorre uma diferença na concentração de prótons e 

uma separação de cargas nas duas regiões separadas pela membrana, formando um 

gradiente eletroquímico e a energia estocada temporariamente neste gradiente, contendo 

os componentes químico e elétrico é denominada força próton-motriz. O componente 

químico consiste no gradiente de pH através da membrana mitocondrial interna (∆pH) e 

apresenta valor de 0-1 unidade de pH, enquanto o componente elétrico, estabelecido pela 

diferença no potencial elétrico entre o citoplasma e a matriz mitocondrial (∆Ψ) possui o 

valor de aproximadamente 180 mV em situação de repouso. Nas mitocôndrias a energia 

eletroquímica do gradiente de prótons impulsiona a produção de ATP a partir de ADP e 

fosfato inorgânico (Pi) a medida que os prótons fluem passivamente de volta à matriz 

através do poro para prótons na ATP-sintase (complexo V). Esta é constituída por duas 

unidades distintas denominadas F1, solúvel e localizada na matriz mitocondrial, e Fo, 
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hidrofóbica e mergulhada na membrana mitocondrial interna (Mitchell 1966; Nicholls e 

Ferguson, 2002). 

Atualmente, o metabolismo energético mitocondrial é tido como a principal fonte 

de EROs na maior parte das células eucarióticas (Kowaltowski et al., 2009). No complexo 

IV, a redução completa de uma molécula de O2 em duas moléculas de água necessita de 

4 elétrons. No entanto, como consequência de sua configuração eletrônica triplete, a 

molécula de O2 tem forte tendência em receber um elétron de cada vez e o oxigênio não é 

liberado antes da obtenção de sua redução total (Turrens, 1997), fazendo com que a 

produção de EROs através da redução monoeletrônica do O2 pelo complexo IV seja 

praticamente inexistente. 

Portanto, a produção mitocondrial de EROs ocorre nos passos intermediários da 

cadeia respiratória, sendo os principais sítios de formação os complexos I e III (Boveris e 

Chance, 1973; Adam-Vizi e Chinopoulos, 2006; Kowaltowski et al., 2009). A passagem de 

elétrons do complexo I para a coenzima Q reduzida e desta para o complexo III pode 

fazer com que o radical Q passe um elétron diretamente ao O2. Uma série de 

intermediários tóxicos e reativos pode ser formada (Boveris e Cadenas, 1975), tais como 

o radical ânion superóxido (O2
•-), que pode ser convertido no radical hidroxila (OH•), ainda 

mais reativo (Halliwell e Gutteridge, 1984). Estas espécies podem provocar sérios danos, 

reagindo com enzimas, lipídios de membrana e ácidos nucléicos, danificando suas 

estruturas. Ainda, fatores que diminuem a velocidade do fluxo de elétrons através da 

cadeia respiratória aumentam a formação de superóxido talvez por prolongarem o tempo 

de vida do radical no ciclo Q. 

Para realizar a detoxificação dos radicais livres e evitar o acúmulo das EROs, as 

mitocôndrias contam com um eficiente sistema antioxidante, responsável pela remoção 
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destas espécies. A enzima superóxido dismutase (SOD) catalisa a conversão do radical 

ânion superóxido em peróxido de hidrogênio (H2O2) e O2. A isoforma da SOD presente na 

matriz mitocondrial é dependente de manganês (MnSOD), enquanto a isoforma da SOD 

presente no citosol e no espaço intermembrana é dependente de cobre e zinco 

(CuZnSOD) (Fridovich, 1995; Okado-Matsumoto e Fridovich, 2001). O H2O2 formado, 

além de ser uma espécie química mais estável, é permeável pelas membranas e pode ser 

transportado por aquaporinas (Bienert et al., 2006). Assim, o H2O2 se difunde dentro da 

célula, podendo ser removido tanto por sistemas antioxidantes mitocondriais como 

citosólicos, como a catalase (Radi et al., 1991; Salvi et al., 2007), tioredoxina peroxidase 

(TPx) (Rhee et al., 1994), e glutationa peroxidase (GPx). Esta última possibilita a 

conversão do H2O2 formado em água, ao mesmo tempo em que oxida a glutationa, que é 

prontamente reduzida pela ação da glutationa redutase (GR). 

A glutationa é importante também para manter os grupamentos sulfidril de 

proteínas em seu estado reduzido, impedindo de sofrerem os efeitos deletérios do 

estresse oxidativo. Quando as espécies não são metabolizadas pelos sistemas 

antioxidantes, elas podem gerar o radical OH•, altamente reativo e citotóxico, por meio da 

reação de Fenton, na qual o H2O2 reage com íons cobre (Cu+) ou ferro (Fe2+) (Halliwell e 

Gutteridge, 1997). Não há nenhum sistema enzimático de defesa contra o OH•. Assim, em 

condições em que ocorre um aumento da produção de O2
•- ou uma falha no sistema 

antioxidante, pode ocorrer uma maior produção de OH• com lesões oxidativas em 

biomoléculas. A mitocôndria é creditada ainda como uma possível fonte de espécies 

reativas de nitrogênio derivadas do óxido nítrico (NO•), produzido por uma óxido nítrico 

sintase mitocondrial (mtNOS) (Giulivi et al., 1998). 
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Sabe-se que o Ca2+ está envolvido na ativação de muitos processos metabólicos 

(atividade cardíaca, coagulação do sangue, manutenção das membranas celulares, 

adesão celular, transmissão de sinais às células nervosas, contração muscular) e a 

regulação de funções musculares e nervosas (Maack e O'Rourke, 2007), e é o gradiente 

eletroquímico formado entre os compartimentos intra e extracelulares que possibilita a 

transdução de sinais bioquímicos ao interior das células (Clapham, 2007). No entanto, em 

algumas situações ocorre um aumento exagerado na concentração intracelular deste íon, 

e a exposição prolongada das células a altas concentrações de Ca2+ pode causar danos 

pela ativação de diversas vias que sinalizam para a morte celular. 

Em neurônios, a bioenergética mitocondrial e o estresse oxidativo, juntamente 

com o transporte mitocondrial de Ca2+ formam uma rede intimamente conectada. A 

geração deficiente de ATP na célula pode resultar em falha na atividade da bomba de 

Ca2+ da membrana plasmática e do retículo endoplasmático com sobrecarga de Ca2+. Por 

sua vez, o estresse oxidativo pode restringir a capacidade da mitocôndria em gerar ATP. 

Ainda, a captação de Ca2+ pela célula e seu transporte para dentro da mitocôndria pode 

sobrecarregar o circuito de prótons mitocondrial, podendo levar à transição de 

permeabilidade mitocondrial e morte neuronal induzida pela crise energética (Nicholls, 

2009). 

1.2 Acidemia metilmalônica 

A acidemia metilmalônica consiste em um grupo de desordens genéticas 

autossômicas recessivas raras que afeta as vias catabólicas dos aminoácidos de cadeia 

ramificada isoleucina, valina, metionina e treonina, bem como da timina, ácidos graxos de 

cadeia ímpar de carbonos e ainda a via catabólica da cadeia lateral do colesterol. Estas 

desordens normalmente são causadas por mutações no gene MUT (609058), levando à 
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deficiência parcial (mut−) ou completa (mut°) na atividade da metilmalonil-CoA mutase 

(MCM, EC 5.4.99.2), uma enzima da matriz mitocondrial que catalisa a conversão de L-

metilmalonil-CoA a succinil-CoA (Fig. 1). Em adição, defeitos na síntese de 5 - 

deoxiadenosilcobalamina (AdoCbl), derivada da vitamina B12, que atua como cofator para 

a atividade da MCM, ou mesmo falhas no metabolismo da própria cobalamina podem 

levar à deficiência funcional da enzima MCM, resultando também em acidemia 

metilmalônica (Fenton et al., 2001; Tanpaiboon, 2005; Venditti, 2005). 

 

Aminoácidos (~50%)
(valina, isoleucina, metionina, treonina)

Ácidos Graxos com cadeia ímpar (~30%)

Propionato (derivado da flora intestinal) (~20%)

Propionil-CoA

Metilmalonil-CoA

Succinil-CoA

L-Metilmalonil-CoA Mutase

Propionil-CoA Carboxilase

Ciclo de Krebs (TCA) 

Aminoácidos
Energia
Glicose
Biossíntese

Ácido Metilmalônico
(MMA)

Adenosilcobalamina

Aminoácidos (~50%)
(valina, isoleucina, metionina, treonina)

Ácidos Graxos com cadeia ímpar (~30%)

Propionato (derivado da flora intestinal) (~20%)

Propionil-CoA

Metilmalonil-CoA

Succinil-CoA

L-Metilmalonil-CoA Mutase

Propionil-CoA Carboxilase

Ciclo de Krebs (TCA) 

Aminoácidos
Energia
Glicose
Biossíntese

Ácido Metilmalônico
(MMA)

AdenosilcobalaminaL-Metilmalonil-CoA mutase 5´ deoxiadenosilcobalamina

Ácido Metilmalônico
MMAMetilmalonil-CoA

Succinil-CoA

Ciclo do ácido cítrico

VIA DE DEGRADAÇÃO

 

Fig. 1 - Comprometimento do metabolismo na acidemia metilmalônica com produção de MMA. 

 

A metilmalonil-CoA, dentre outros metabólitos intermediários, é acumulada na 

matriz mitocondrial como resultado da deficiência de MCM. A metilmalonil-CoA é 

subsequentemente hidrolizada a CoA e ácido metilmalônico (MMA). Este é considerado o 

principal metabólito acumulado nos fluidos corpóreos e tecidos dos pacientes com 
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acidemia metilmalônica, nos quais causa um efeito tóxico que parece estar associado à 

disfunção do metabolismo energético mitocondrial (Kovachy et al., 1983; Fenton et al., 

2001; Chandler e Venditti, 2005). 

1.2.1 Aspectos bioquímicos e genéticos 

Normalmente a metilmalonil-CoA é formada durante a conversão de propionil-

CoA a succinil-CoA. Na primeira etapa da via a propionil-CoA carboxilase converte a 

propionil-CoA em D-metilmalonil-CoA. Em seguida, a D-metilmalonil-CoA é convertida em 

L-metilmalonil-CoA pela metilmalonil-CoA racemase e a L-metilmalonil-CoA é convertida 

numa reação de isomerização, catalisada pela L-metilmalonil-CoA mutase, em succinil-

CoA (Fenton et al., 2001). As três reações são reversíveis, entretanto, a via prossegue na 

direção da formação de succinil-CoA. A enzima metilmalonil-CoA mutase constiuí um 

homodímero. Cada subunidade é formada por dois domínios: um deles contém o sítio de 

ligação para o substrato e o outro contém o sítio de ligação para o cofator 5-

deoxiadenosilcobalamina (Ledley et al.,1988; Nham et al., 1990). 

A falha na atividade desta enzima é atribuída a diferentes mutações no gene 

MUT, mapeado no cromossomo 6p21. Já a deficiência do cofator 5 - 

deoxiadenosilcobalamina está relacionada com mutações em 2 genes. O gene MMAA 

codifica uma proteína possivelmente relacionada com a translocação de cobalamina para 

dentro da mitocôndria (Dobson et al., 2002) enquanto o gene MMAB codifica a 

cobalamina ATP-transferase. Defeitos nas primeiras etapas de processamento da 

cobalamina resultam na combinação de acidemia metilmalônica e homocistinúria, 

enquanto falhas nas últimas etapas causam as mesmas desordens isoladamente. Os 

diferentes fenótipos resultantes destas mutações incluem: ausência da atividade da 

metilmalonil-CoA mutase, redução da atividade da metilmalonil-CoA mutase, deficiência 
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na síntese de 5’-deoxiadenosilcobalamina e falha do metabolismo de cobalamina 

(Sweetman e Williams, 2001). 

1.2.2 Diagnóstico e valores de referência 

Muitos dos sintomas apresentados pelos pacientes acometidos pela acidemia 

metilmalônica são compartilhados por outras acidemias orgânicas. Deste modo, o 

diagnóstico preciso e definitivo baseia-se em teste bioquímico especializado, que consiste 

na análise dos ácidos orgânicos no plasma e/ou urina (Venditti, 2005). Por muitos anos a 

ténica de cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas foi utilizada para 

determinação de MMA. Entretanto, esta técnica vem sendo substituída pela cromatografia 

líquida acoplada a espectrometria de massas devido à sua maior simplicidade 

metodológica (Carvalho e Kok, 2008). Além disso, já está disponível em alguns centros 

diagnósticos dos Estados Unidos a análise genética da acidemia metilmalônica, que 

consiste na detecção de mutações através do sequenciamento dos genes MUT, MMAA e 

MMAB do paciente (Venditti, 2005). O MMA pode alcançar altas concentrações no plasma 

e no líquor durante os períodos de descompensação metabólica (Fenton et al., 2001). 

Os valores normais de referência para o MMA são: 4 mmol/mol de creatinina na 

urina, 0,27 mol/L no sangue e 0,59 mol/L no líquor. As concentrações de MMA nos 

indivíduos afetados severamente estão na faixa de 1.000–10.000 mmol/mol creatinina na 

urina e 220–2.900 mol/L no sangue (Fenton et al., 2001; Venditti, 2005). Já nos 

pacientes responsivos à vitamina B12, o MMA varia de 10 a 100 mmol/mol de creatinina 

na urina e 5 a 100 mol/L no sangue (Venditti, 2005). As concentrações de MMA no líquor 

dos pacientes são similares àquelas encontradas no sangue, embora possam alcançar 

níveis ainda mais elevados (Rosenberg, 1978; Hoffmann et al., 1993). 
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1.2.3 Epidemiologia e sintomatologia 

É estimado que a acidemia metilmalônica afete 1 em cada 48.000 recém-

nascidos nos Estados Unidos (Coulombe et al., 1981), enquanto as incidências na Itália e 

Alemanha são de 1:115.000 e 1:169.000, respectivamente (Deodato et al., 2006) (Tabela 

I). Os pacientes começam a apresentar os sintomas da doença logo nas primeiras 

semanas de vida, com o início da ingestão de proteínas. Algumas das manifestações 

clínicas agudas resultantes da descompensação metabólica compreendem: vômitos 

recorrentes, desidratação e dificuldade respiratória. As manifestações neurológicas 

envolvem retardo psicomotor, irritabilidade, letargia, hipotonia, convulsões e coma, 

enquanto os achados laboratoriais incluem cetoacidose, hiperamonemia leve a moderada, 

hiperglicinemia, acidemia lática, hipoglicemia e neutropenia (Ogier de Bauny e Saudubray, 

2002). Sem terapia específica, estes episódios implicam em severa incapacidade ou 

morte. A maior parte das crianças sobrevive à primeira crise metabólica aguda, mas 

desenvolve complicações a longo prazo, incluindo retardo no desenvolvimento, retardo 

psicomotor, déficit neurológico, insuficiência renal crônica, cardiomiopatia e pancreatite 

(Baumgarter e Viardot, 1995; Leonard, 1995; Kahler et al., 1994; Horster et al., 2007). O 

aumento na sobrevivência dos pacientes reflete o diagnóstico precoce da doença e uma 

rápida intervenção durante as crises agudas (Baumgarter e Viardot, 1995; Ogier de Bauny 

et al., 2005). Os pacientes que têm o diagnóstico atrasado em alguns dias apresentam 

quadro de séria desidratação, além de acidose e hiperamonemia severas. 
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Doença Metabólica Deficiência Primária Incidência

Deficiência da 
desidrogenase de

cadeia média acetil-CoA

Desidrogenase de cadeia 
média acetil-CoA ~1:18.000

Fenilcetonúria Fenilalanina hidroxilase ~1:35.000 

Acidemia
Metilmalônica

Metilmalonil-CoA
mutase

~1:48.000 

AcidemiaPropiônica Propionilcarboxilase ~1:82.000 

Doença do xarope do 
bordo 

Desidrogenase de α-
cetoácidosramificados 

~1:260.000 

(Coulombeet al., 1981; Zytkovicz et al., 2001)  

Tabela I - Algumas doenças metabólicas e suas incidências aproximadas. 

1.2.4 Tratamento 

O tratamento dos pacientes de acidemia metilmalônica em descompensação 

metabólica consiste essencialmente na reidratação, que deve reestabelecer ainda o 

equilíbrio ácido-base. Caso o pH não seja normalizado pela reidratação, faz-se necessário 

o uso de infusão de bicarbonato (Ogier de Baulny et al., 2005). A redução ou eliminação 

dos metabólitos tóxicos tem como objetivo manter o equilíbrio bioquímico dos pacientes e 

é realizada por hemofiltração, pelo fato de que a hemodiálise não é bem tolerada 

hemodinamicamente pelos neonatos (Yannicelli, 2006). 

Em relação à dieta, é realizada uma suplementação parenteral com 1-3 mg/dia 

de cobalamina (Ogier de Baulny et al., 2005). Normalmente os pacientes mut− e aqueles 

relacionados com defeitos na síntese de AdoCbl apresentam boas respostas clínicas 

quando suplementados com vitamina B12, enquanto os pacientes mut° não são 
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responsivos ao tratamento, constituindo o fenótipo mais severo da doença (Tanpaiboon, 

2005; Deodato et al., 2006). 

Além da vitamina B12, a terapia nutricional inclui uma dieta pobre em proteínas, 

se possível utilizando fórmulas comerciais livres de aminoácidos de cadeia ramificada, 

precursores de propionil-CoA, mas que seja rica em glicose e altamente energética, 

evitando o catabolismo de proteínas musculares e, consequentemente, o aumento na 

produção de metabólitos tóxicos. Pelos mesmos motivos, estados de jejum também 

devem ser evitados (Thompson e Chalmers, 1990). Além disso, o uso de metronidazol 

pode ser efetivo em diminuir a produção de propionato pela flora intestinal (Thompson et 

al., 1990), e a suplementação com 100 mg/kg/dia de carnitina pode prevenir uma 

deficiência secundária causada pela conjugação da carnitina com componentes acil-CoA 

que são perdidos e, ainda, permitir a detoxificação do organismo pela excreção de 

propionilcarnitina (Ogier de Baulny et al., 2005). Como opção para as complicações a 

longo prazo, o transplante combinado de fígado e rim tem sido bastante executado para a 

reposição da atividade enzimática. Embora nenhuma destas terapias pareça prevenir as 

complicações neurológicas nestes pacientes (Leonard et al., 2001), o recente estudo de 

Pinar-Sueiro et al. (2010) mostrou uma melhora significativa e a longo prazo na 

neuropatia óptica apresentada por um paciente com acidemia metilmalônica sob terapia 

com coenzima Q10 e alfa-tocoferol (vitamina E). 

1.2.5 Aspectos neurológicos 

O MMA é predominantemente produzido no fígado e nos rins, devido à alta 

atividade da metilmalonil-CoA mutase nestes órgãos, em condições fisiológicas (Fenton et 

al., 1982; Kennedy et al., 1990), podendo ser produzido também no músculo esquelético e 

no cérebro (Chandler et al., 2007). Neste último, embora pequenas quantidades de MMA 
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sejam geradas, ocorre um acúmulo intracerebral de MMA por conta da barreira 

hematoencefálica, que virtualmente impermeável aos ácidos dicarboxílicos como o MMA 

(Hoffmann et al., 1993), acaba por armazenar este metabólito dentro do sistema nervoso 

central (Kölker et al., 2006). Ainda que muitos sistemas de transporte tenham sido 

descritos para os ácidos monocarboxílicos e para aminoácidos (Tamai e Tsuji, 2000), o 

mesmo não ocorre com os ácidos dicarboxílicos, tendo fluxo limitado dentro e fora do 

sistema nervoso central (Hassel et al., 2002; Sauer et al., 2006; Sauer et al., 2010). 

De fato, a neurodegeneração que acontece na acidemia metilmalônica é 

atribuída a este acúmulo intracerebral de MMA (Kölker et al., 2006), e embora os achados 

neuropatológicos no cérebro não sejam específicos, pode-se observar a ocorrência de 

lesão bilateral dos gânglios da base. Os pacientes normalmente desenvolvem sinais 

extrapiramidais agudos devido a esta neurodegeneração, que é atribuída ao acúmulo de 

metabólitos tóxicos (Heidenreich et al., 1988; Fenton et al., 2001; Harting et al., 2008). 

Notavelmente, o globo pálido é altamente vulnerável ao dano hipóxico ou 

isquêmico, observado na intoxicação por monóxido de carbono ou cianeto, e também em 

outras acidemias orgânicas envolvendo comprometimento do metabolismo energético, 

como acidemia propiônica e encefalopatia mitocondrial (Burgeois et al., 1992; Brismar e 

Ozand, 1994; Haas et al., 1995; Albin, 2000). 

Normalmente os pacientes apresentam também um relativo retardo na 

maturação cerebral, incluindo atraso de mielinização, além de modificações na substância 

branca e anormalidades no tronco cerebral e cerebelo (Harting et al., 2008). Ainda, em 

pacientes em crise metabólica foram encontrados níveis elevados de lactato no globo 

pálido e líquor (Hoffmann et al., 1993), e de modo interessante, pacientes submetidos ao 

tranplante hepático-renal podem apresentar as lesões neurológicas agudas sem 
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apresentar descompensação metabólica (Leonard et al., 2001; Burlina et al., 2003), o que 

parece corroborar com a hipótese do aprisionamento intracerebral de MMA (Kölker et al., 

2006). 

1.3 Disfunção mitocondrial na acidemia metilmalônica 

As manifestações sistêmicas e neurológicas, incluindo a neurodegeneração que 

ocorre na acidemia metilmalônica parecem estar associadas ao acúmulo de MMA e 

outros metabólitos tóxicos nos tecidos e fluidos corpóreos, resultando em 

comprometimento do metabolismo energético mitocondrial e desbalanço redox (Wajner 

and Coelho, 1997; Fenton et al., 2001; Morath et al., 2008; Chandler et al., 2009). De fato, 

é proposto que a disrupção da homeostase mitocondrial participe do mecanismo de dano 

tecidual em muitas das acidemias orgânicas como acidemia propiônica, acidúria glutárica 

tipo I, acidúria D-2-hidroxiglutárica e encefalopatia etilmalônica (Wajner e Goodman, 

2011). 

Os pacientes acometidos pela acidemia metilmalônica apresentam algumas 

evidências de comprometimento do metabolismo oxidativo mitocondrial como acúmulo no 

sangue e excreção na urina de grandes quantidades de ácido lático e intermediários do 

ciclo do ácido cítrico (Fenton et al., 2001). Além disso, anormalidades mitocondriais, 

redução na captação de oxigênio e baixa atividade de citocromo c oxidase e de outras 

enzimas dos complexos da cadeia respiratória foram observadas em vários tecidos 

provenientes de pacientes (Hayasaka et al., 1982; Ostergaard et al., 2005; Chandler et al., 

2009; de Keyzer et al., 2009). 

Efeitos de MMA na inibição de atividades enzimáticas e de sistemas de 

transporte foram descritos (Halperin et al., 1971; Dutra et al., 1993; Toyoshima et al., 
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1995; Wajner and Coelho, 1997; Brusque et al., 2002; Maciel et al., 2004; Schuck et al., 

2004; Pettenuzzo et al., 2006; Morath et al. 2008), apresentando em sua maior parte 

características inibitórias competitivas. De modo interessante, as mitocôndrias de fígado 

têm a capacidade de captar e acumular MMA exógeno, elevando a concentração de MMA 

na matriz mitocondrial cerca de 3-9 vezes em relação ao ambiente extramitocondrial 

(Toyoshima et al., 1995), o que provavelmente faz com que estas organelas sejam mais 

propensas aos efeitos tóxicos do MMA. 

Outros metabólitos intermediários como os ácidos propiônico, 3-

hidroxipropiônico, malônico e 2-metilcítrico são acumulados na acidemia metilmalônica 

(Fenton et al., 2001; Kölker e Okun, 2005). Atualmente é argumentado que parte da 

fisiopatologia desta doença estaria relacionada ao efeito tóxico resultante do acúmulo 

destes metabólitos secundários (Okun et al., 2002; Kölker et al., 2003; Kölker e Okun, 

2005). Altos níveis de ácido malônico, inibidor competitivo da enzima mitocondrial 

succinato desidrogenase, são encontrados nos pacientes, o que poderia explicar as 

lesões teciduais observadas na doença (Okun et al., 2002). Os ácidos 2-metilcítrico e 

propiônico, além da propionil-CoA também estão relacionados com a degeneração 

tecidual (Reszko et al., 2003). Ainda, é proposto que o acúmulo de metilmalonil-CoA seja 

tóxico tanto pela inibição competitiva por este metabólito da atividade da piruvato 

carboxilase, como mostrado por Utter et al. (1964), como também pelo armazenamento 

de CoA, sendo que ambos os processos podem prejudicar o metabolismo oxidativo 

(Fenton et al., 2001). Além disso, o comprometimento da clivagem intramitocondrial de 

glicina e a inibição da N-acetilglutamato sintase são responsáveis respectivamente pela 

hiperglicinemia e hiperamonemia apresentada pelos pacientes com acidemia 

metilmalônica (Tanpaiboon, 2005). 
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O trabalho de Oberholzer et al. (1967) foi o que primeiro propôs que a inibição da 

piruvato carboxilase pela metilmalonil-CoA poderia promover diminuição na 

gliconeogênese, resultando na inabilidade em manter os níveis sanguíneos de glicose. A 

hipoglicemia está presente em um número considerável de pacientes com acidemia 

metilmalônica. Pouco depois, resultados de Halperin et al. (1971) mostraram um sítio 

alternativo de inibição da gliconeogênese na acidemia metilmalônica, o qual envolve a 

inibição pelo MMA do transporte de malato através do carreador mitocondrial de 

dicarboxilatos. Notadamente, o MMA pode ser transportado através dos três sistemas 

existentes para o transporte de malato: os carreadores de dicarboxilatos, tricarboxilatos e 

de -cetoglutarato (Halperin et al., 1971). Em adição, o mesmo trabalho sugeriu um efeito 

inibitório do MMA na succinato desidrogenase (SDH), componente da cadeia respiratória 

mitocondrial e do ciclo do ácido cítrico. Outros experimentos sugerindo que o MMA seria 

um fraco inibidor competitivo da SDH foram conduzidos empregando-se mitocôndrias 

isoladas e partículas submitocondriais de cérebro e fígado de rato (Dutra et al., 1993; 

Toyoshima et al., 1995). Este efeito foi atribuído à similaridade estrutural entre o MMA, 

malonato (um inibidor clássico da SDH), e succinato. No entanto, o efeito inibitório de 

MMA na atividade da SDH não foi detectado em partículas submitocondriais purificadas 

(Okun et al., 2002; Kölker et al., 2003). 

Adicionalmente, foi descrita uma redução dose-dependente pelo MMA na 

produção de CO2 no cérebro de ratos jovens a partir de glicose e acetato, e também um 

aumento na produção de lactato em fragmentos de cérebro de rato (Wajner et al., 1992). 

Estes efeitos do MMA foram seguidos por aumento na captação de glicose, indicando que 

a oxidação aeróbica da glicose é bloqueada por este metabólito. Estes experimentos 

suportam o conceito de que o MMA pode comprometer a atividade do ciclo do ácido 

cítrico devido à falta de intermediários incluindo o oxaloacetato (gerado pela piruvato 
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carboxilase), succinato intramitocondrial e malato. A ausência de succinil-CoA devido à 

falha primária da metilmalonil-CoA mutase pode também contribuir para a redução da 

atividade do ciclo do ácido cítrico na acidemia metilmalônica. O uso de substratos 

alternativos como corpos cetônicos e lactato pelas mitocôndrias de cérebro também pode 

ser inibido pelo MMA através da inibição competitiva da -hidroxibutirato (Dutra et al., 

1991, 1993) e lactato desidrogenases (Saad et al., 2006). O efeito inibitório de MMA na -

hidroxibutirato desidrogenase no fígado pode resultar em suprimento diminuído de corpos 

cetônicos para o cérebro e consequentemente prejuízo de sua utilização neste órgão. 

Outra possibilidade de atuação do MMA nas mitocôndrias é como inibidor de 

componentes da cadeia respiratória mitocondrial. Embora as evidências apresentadas 

acima indiquem que o MMA não é inibidor da SDH (complexo II), ele pode levar a 

diferentes alterações nas atividades dos complexos respiratórios. Diminuição nas 

atividades dos complexos I + III e II + III foi observada em homogenatos de cérebro, 

fígado e rim após exposição ao MMA (Brusque et al., 2002; Pettenuzzo et al., 2006). No 

entanto, não houve efeito inibitório na atividade do complexo IV em mitocôndrias isoladas 

de fígado de rato e homogenatos de diferentes tecidos de rato (Hayasaka et al., 1982; 

Brusque et al., 2002; Pettenuzzo et al., 2006). Notadamente, foram encontradas 

atividades deficientes dos complexos III e IV em extratos de fígado de pacientes com 

acidemia metilmalônica (Hayasaka et al., 1982; Chandler et al., 2009; de Keyzer et al., 

2009; Valayannopoulos et al., 2009) e em dois modelos de roedores para a acidemia 

metilmalônica (Krahenbuhl et al., 1991; Chandler et al., 2009). Pelo fato da redução no 

fluxo de elétrons na cadeia respiratória estar associada com um aumento na geração de 

espécies reativas de oxigênio (Kowaltowski et al., 2009), o comprometimento da atividade 

de complexos respiratórios na acidemia metilmalônica parece responsável pela produção 

aumetada de oxidantes. Ainda, Schuck et al. (2004) observaram que o MMA inibe a 
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atividade da creatina quinase mitocondrial no córtex cerebral de ratos. Esta enzima é um 

importante componente do tamponamento de energia celular e do sistema de transporte, 

conectando a fosforilação oxidativa com o consumo de ATP (Schlattner et al., 2006). A 

atividade reduzida na atividade da creatina quinase pode levar a um declínio da razão 

celular ATP/ADP, como observado em cultura de células estriatais expostas ao MMA 

(McLaughlin et al., 1998). 

Mudanças na morfologia mitocondrial, incluindo megamitocôndria, foram 

observadas no fígado, rim e pâncreas de um modelo de camundongo knockout 

estabelecido para acidemia metilmalônica (Chandler et al., 2009; Murphy et al., 2010). 

1.4 Toxicidade celular por metilmalonato 

Trabalhos descrevendo os efeitos do MMA em cultura de células neuronais 

mostraram diminuição da razão ATP/ADP, colapso dos gradientes iônicos seguido por 

despolarização da membrana e aumento dos níveis intracelulares de Ca2+, levando à 

morte celular por necrose e apoptose (McLaughlin et al., 1998; Okun et al., 2002; Maciel 

et al., 2004; Kowaltowski et al., 2006). Os antagonistas de receptores ionotrópicos de 

glutamato previnem a morte induzida pelo MMA sugerindo o envolvimento de 

mecanismos celulares excitotóxicos no dano celular (McLaughlin et al., 1998; Okun et al., 

2002). Ainda, o envolvimento da excitotoxicidade também é evidenciado pela prevenção 

promovida pelo MK-801, antagonista do receptor de glutamato, no comportamento 

rotacional e nas convulsões induzidas pela administração intraestriatal de MMA (de Mello 

et al., 1996). 

A excitotoxicidade é um processo do sistema nervoso central que pode estar 

associado com uma liberação aumentada de glutamato em resposta ao comprometimento 
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do metabolismo energético cerebral (excitotoxicidade secundária) (Albin e Greenamyre, 

1992). A toxicidade de glutamato é promovida principalmente pela ativação de receptores 

N-metil-D-aspartato (NMDA), com influxo de Ca2+ e Na+ (Choi 1987; Rothman e Olney, 

1987). Sob condições excitotóxicas, as mitocôndrias são as principais organelas 

responsáveis pelo sequestro de Ca2+, um evento associado com a morte celular neuronal 

(Nicholls e Budd, 2000). As concentrações aumentadas de Ca2+ na matriz mitocondrial 

podem induzir a disfunção na organela por promover o processo de transição de 

permeabilidade mitocondrial (TPM), uma permeabilização não-seletiva da membrana 

mitocondrial interna (Kowaltowski et al., 2001). O envolvimento da TPM na 

neurotoxicidade mediada por glutamato foi evidenciado por experimentos que 

empregaram culturas de células PC12 e fatias de cérebro de ratos, nos quais uma 

importante inibição da morte celular induzida por MMA foi observada na presença de 

inibidores da TPM (Maciel et al., 2004; Kowaltowski et al., 2006). Desde que o desbalanço 

redox é um importante indutor da TPM (Castilho et al., 1995), o aumento na geração 

mitocondrial de EROs nas células de pacientes com acidemia metilmalônica, como 

observado por Richard et al. (2007), pode facilitar a ocorrência de TPM. 

Foi também observado que a abertura do canal mitocondrial de K+ sensível a 

ATP (mitoKATP) por diazóxido protege as células contra a morte celular induzida por MMA 

(Kowaltowski et al., 2006). A abertura do mitoKATP resulta em decréscimo da produção 

mitocondrial de EROs (Facundo et al., 2005). Em adição, sob condições de privação 

energética, a abertura do mitoKATP inibe a hidrólise mitocondrial de ATP pela ATP-sintase 

(Belisle e Kowaltowski, 2002; Kowaltowski et al., 2006), a qual ajuda a manter a razão 

ATP/ADP citosólica e também a limitar a captação mitocondrial de Ca2+, prevenindo a 

TPM indiretamente. 
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Embora os efeitos citotóxicos do MMA estejam documentados em culturas 

primárias ricas em neurônios e em linhagens celulares neuronais, o efeito tóxico do MMA 

em células gliais até o momento permanecia inexplorado. 
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2. Objetivos 
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2.1 Objetivo geral 

A acidemia metilmalônica é caracterizada pelo acúmulo de metilmalonato (MMA) 

nos tecidos e fluidos corpóreos. Há evidências relacionando o acúmulo deste metabólito 

com um comprometimento do metabolismo oxidativo mitocondrial, que implicaria por sua 

vez, na neurodegeneração que é observada nos pacientes. Deste modo, propusemos a 

caracterização do efeito de metilmalonato (MMA) na bioenergética mitocondrial para 

melhor entender o processo de disfunção mitocondrial que ocorre na acidemia 

metilmalônica, bem como sua importância na fisiopatologia desta doença. 

2.2 Objetivos específicos: 

a) Caracterizar o efeito in vitro e in vivo de MMA na respiração de mitocôndrias 

isoladas de cérebro de rato. 

b) Verificar a participação do MMA no comprometimento do metabolismo 

oxidativo neuronal em modelo constituído por tecido cerebral de rato. 

c) Avaliar o efeito de MMA no metabolismo e viabilidade de linhagens de células 

neuronais e gliais. 

d) Estudar o efeito de MMA na produção mitocondrial de espécies reativas de 

oxigênio. 
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3. Materiais e Métodos 
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3.1 Reagentes – A maioria dos produtos químicos, incluindo ADP, ácido -

cetoglutárico, ácido cítrico, ácido isocítrico, ácido L-glutâmico, ácido málico, ácido 

malônico, ácido metilmalônico, ácido pirúvico de sódio e ácido succínico foram obtidos da 

Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA). As soluções de ADP, -cetoglutarato, citrato, 

isocitrato, glutamato, malato, malonato, metilmalonato (MMA) e piruvato foram preparadas 

por dissolução dos respectivos ácidos em água e o pH foi ajustado para 7,2 com KOH. 

Para os tratamentos das células, o pH das soluções foi ajustado com NaOH. Para os 

tratamentos in vivo, soluções tamponadas de MMA foram preparadas dissolvendo-se o 

ácido em água e ajustando o pH para 7,4 com NaOH. 

3.2 Animais de experimentação – Os procedimentos experimentais utilizados 

neste estudo foram aprovados pela Comissão de Ética na Experimentação Animal 

(CEEA)/UNICAMP, por estarem de acordo com os Princípios Éticos na Experimentação 

Animal (protocolo n° 1142-1 de 2006). Ratos adultos da linhagem Wistar, fêmeas, 

pesando 250-300 g, foram utilizados para o isolamento de mitocôndrias. Para os 

experimentos de respiração utilizando fragmentos cerebrais, foram empregados ratos 

Wistar adultos machos. Os animais foram obtidos do biotério central da Universidade 

Estadual de Campinas (CEMIB - Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica), e 

foram alojados em gaiolas mantidas em sala climatizada a 22 ± 2°C, com ciclo de 12 

horas claro e escuro, com livre acesso a água e ração (Labina/Purina, Campinas, SP, 

Brasil). 

3.3 Isolamento das frações mitocondriais de cérebro de ratos – Cérebros de 

dois animais foram rapidamente removidos (1 minuto), descartando-se cerebelo e medula. 

O tecido restante foi colocado num recipiente contendo 10 mL de meio de isolamento 

composto por manitol 225 mM, sacarose 75 mM, EGTA-K+ 1 mM, BSA 0,1% e HEPES-K+ 
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10 mM (pH 7,4). O tecido foi fragmentado em vários pedaços e extensivamente lavado 

para, em seguida, ser homogeneizado manualmente em homogeneizador tipo Dounce por 

aproximadamente 6 vezes com pistilo frouxo e 6 vezes com o pistilo apertado para 

provocar a lise celular e obtenção de uma suspensão homogênea. A suspensão foi 

centrifugada diferencialmente pelo método descrito por Rosenthal et al. (1987) com 

algumas modificações. Primeiramente, a suspensão foi centrifugada por 3 min a 2.000 g 

em rotor Beckman 25.50 JA (Beckman, Palo Alto, CA, USA) para precipitação de núcleos 

e resíduos celulares. Após a primeira centrifugação, o sobrenadante foi novamente 

centrifugado por 8 minutos a 12.000 g. O sedimento resultante foi ressuspendido em 20 

mL do mesmo meio com adição de 40 L de digitonina 10% e centrifugado durante 10 

minutos a 12.000 g. O sobrenadante e o pellet mais externo e superior (parte clara) foram 

descartados e apenas o pellet central (escuro) foi ressuspendido em meio composto de 

manitol 225 mM, sacarose 75 mM e HEPES-K+ 5 mM pH 7,2 e novamente centrifugado a 

12.000 g por 10 min. Todas as centrifugações foram realizadas a 4°C. O sedimento foi 

ressuspendido no mesmo meio, ajustando-se a concentração de proteína para 30 - 40 

mg/mL e mantido em banho de gelo. 

3.4 Determinação de proteína – As concentrações de proteína das suspensões 

mitocondriais foram determinadas pelo método de Biureto (Gornall et al., 1949) na 

presença de colato 0,2%. O princípio do método baseia-se na formação de ligações 

peptídicas com íons cúpricos, em meio alcalino, dando origem a um complexo com 

tonalidade violeta, quantificado a 540 nm em espectrofotômetro. A absorbância é 

considerada diretamente proporcional à concentração de proteína na solução analisada. 

Uma solução de albumina de soro bovino (BSA) a 1% foi utilizada como padrão. 
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3.5 Medida da respiração mitocondrial – O consumo de oxigênio foi 

acompanhado polarograficamente em suspensões de mitocôndrias isoladas (0,5 mg/mL) 

utilizando-se uma câmara com temperatura controlada, sob agitação magnética 

constante, acoplada a um eletrodo de oxigênio tipo Clark (Hansatech Instruments Ltd, 

Inglaterra). Considerou-se a solubilidade do oxigênio molecular (O2) em água como sendo 

de 200 µmol/L, a 37°C e 1 atm (Robinson e Cooper, 1970). Os experimentos foram 

realizados em meio de reação padrão contendo KCl 130 mM, HEPES-K+ 10 mM (pH 7,2), 

K2HPO4 2 mM, MgCl2 1 mM, EGTA 200 µM e ADP 800 µM em volume final de 1 mL. A 

qualidade das mitocôndrias (controle respiratório) foi testada pelo cálculo da razão entre 

as velocidades de consumo de O2 nos estados de fosforilação oxidativa (V3) e repouso 

(V4). A suspensão mitocondrial foi considerada adequada para o uso quando esta razão 

foi superior a 5,0 utilizando malato e glutamato como substratos respiratórios. 

3.6 Medida do transporte mitocondrial de dicarboxilatos utilizando sais de 

potássio – O transporte de succinato foi estimado em suspensão mitocondrial de cérebro 

de rato (0,4 mg/mL) utilizando meio de reação contendo EGTA 0,1 mM (K+), EDTA 0,1 

mM, MOPS 5 mM (pH 7,4), antimicina A 200 ηM, nigericina 0,7 µM e substratos 36,7 mM 

(K+), com osmolaridade de aproximadamente 110 mOsm, a 37 ºC. Foi utilizado um 

fluorímetro modelo F-4010 Hitachi spectrofluorometer (Hitachi Ltd, Tokyo, Japão) 

operando em comprimento de onda 540 nm para excitação e emissão. A metodologia é 

baseada na diminuição do espalhamento de luz devido ao inchamento mitocondrial que 

acompanha o transporte de sais para dentro das organelas (Liu et al., 1996) e o estímulo 

do inchamento mitocondrial por HPO4
2- 2 mM reflete a atividade do carreador de 

dicarboxilatos. As velocidades de inchamento mitocondrial entre 5 e 35 segundos, após 

adição de HPO4
2-, foram utilizadas para quantificar as medidas. 
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3.7 Medida do transporte mitocondrial de dicarboxilatos utilizando sais de 

amônio – O transporte de succinato utilizando sais de amônio foi estimado em suspensão 

mitocondrial de cérebro de rato (0,4 mg/mL) em meio de reação contendo Tris 20 mM, 

EGTA 1 mM (pH 7,4), substratos (NH4
+) 100 mM e antimicina A 2 µM a 30ºC (Halperin et 

al.,1971). O inchamento mitocondrial foi estimado em fluorímetro operando em 

comprimento de onda 540 nm para excitação e emissão. 

3.8 Medida do transporte mitocondrial de glutamato – A metodologia que 

utiliza sais de amônio também foi empregada na avaliação do transporte mitocondrial de 

glutamato, a 37 °C. A estimativa foi realizada na presença de antimicina A 2 µM e 

rotenona 2,5 µM, sem adição de fosfato inorgânico. A concentração protéica utilizada foi 

de 0,1 mg/mL para mitocôndrias de cérebro e fígado. 

3.9 Medida da atividade da glutamato desidrogenase – A reação de 

conversão de glutamato e NAD+ a -cetoglutarato, NH4
+ e NADH, catalisada pela 

glutamato desidrogenase foi acompanhada medindo-se fluorimetricamente o NADH 

produzido em comprimentos de onda 340 e 460 nm, para excitação e emissão, 

respectivamente (Zhang et al., 2004). A suspensão mitocondrial (0,15 mg/mL) foi 

incubada a 37 ºC em meio de reação padrão (pH 7,2), contendo triton X-100 0,1%, ADP 

250 µM, NAD+ 1 mM e concentrações crescentes de glutamato (0,3; 1; 3 e 10 mM) na 

ausência ou presença de concentrações variáveis de MMA (1-10 mM). 

3.10 Medida da atividade da aspartato transaminase (AST) – A reação de 

conversão de glutamato e oxaloacetato em aspartato e -cetoglutarato catalisada pela 

AST (1), foi acompanhada no sentido da formação destes últimos através de uma 

metodologia acoplada a atividade da glutamato desidrogenase (2) (Dennis et al., 1976; 

Cheeseman e Clarck, 1988). Mitocôndrias de cérebro de rato (0,25 mg/mL) foram 
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incubadas a 37 ºC em meio de reação composto por K2HPO4 100 mM (pH 7,4) contendo 

triton X-100 0,17%, glutamato 2 mM, oxaloacetato 1 mM, NH4Cl 50 mM, NADPH 100 µM e 

glutamato desidrogenase purificada 4 U/mL na ausência ou presença de concentrações 

variáveis de MMA (1-10 mM). O consumo de NADPH durante a reação, representado pelo 

correspondente decréscimo na fluorescência foi acompanhado utilizando-se 

comprimentos de onda 340 e 460 nm para excitação e emissão, respectivamente. 

Glutamato + Oxaloacetato                    Aspartato + -Cetoglutarato     (1) 

-Cetoglutarato + NH4
+

 + NADPH                     Glutamato + NADP+     (2) 

3.11 Medida da atividade do complexo -cetoglutarato desidrogenase – 

Mitocôndrias de cérebro de rato (0,5 mg/mL) foram incubadas em meio de reação 

composto por K2HPO4 50 mM, MgCl2 1 mM (pH 7,35), contendo pirofosfato de tiamina 0,2 

mM, DTT 0,3 mM, EGTA 100 µM, coenzima A-SH 50 µM, triton X-100 0.1%, antimicina A 

1 µM, rotenona 2.5 µM, -cetoglutarato 250 µM, NAD+ 2 mM, e diferentes concentrações 

de MMA (0; 1; 5 e 10 mM) a 37 ºC. A reação de conversão de -cetoglutarato, NAD+ e 

coenzima A em succinil-CoA, NADH e CO2, catalisada pelo complexo -cetoglutarato 

desidrogenase foi acompanhada medindo-se fluorimetricamente o NADH produzido em 

comprimentos de onda 340 e 466 nm, para excitação e emissão, respectivamente. 

3.12 Medida da atividade do complexo piruvato desidrogenase – O ensaio 

enzimático da conversão de piruvato em acetil-CoA foi realizado utilizando-se o mesmo 

meio de reação e parâmetros descritos para a medida da atividade da -cetoglutarato 

desidrogenase. Foram incubadas diferentes concentrações de piruvato (25, 50, 100 e 250 

GDH 

AST 
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µM), e de MMA (0; 1; 5 e 10 mM), na presença de piruvato desidrogenase purificada na 

concentração de 32,25 µg/mL, além de NAD+ 2 mM, a 37 ºC. 

3.13 Medida do efluxo mitocondrial de -cetoglutarato por meio do 

transportador de -cetoglutarato (OGC) – O transporte de -cetoglutarato foi estimado 

em suspensão mitocondrial de cérebro de rato (0,5 mg/mL), a 37 ºC utilizando meio de 

reação composto por manitol 75 mM, sacarose 25 mM, fosfato de potássio 5 mM, Tris-

HCl 20 mM, EDTA 0,5 mM, KCl 100 mM, BSA 0,1% (pH 7,4), sulfato de amônio 3 mM, 

ADP 0,5 mM, GDH purificada 10 U/mL, NADH 66 µM e glutamato 3 mM, na presença ou 

ausência de malato 0,5 mM, MMA 0,5 mM ou da própria GDH. Foi utilizado um fluorímetro 

modelo F-4010 Hitachi (Hitachi Ltd, Tokyo, Japão) operando em comprimento de onda 

340 nm para excitação e 465 para emissão. A metodologia (Contreras e Satrústegui, 

2009) é baseada na diminuição da fluorescência do NADH devido à sua conversão em 

NAD+ não-fluorescente. Ao entrar na mitocôndria via trocador glutamato/aspartato (AGC), 

o glutamato é prontamente convertido em -cetoglutarato pela aspartato transaminase 

(AST) e deixa a mitocôndria via transportador de -cetoglutarato (OGC). O -cetoglutarato 

transportado para fora da mitocôndria é reconvertido em glutamato pela glutamato 

desidrogenase exógena (GDH), com consumo de NADH, permitindo a quantificação do 

transporte de -cetoglutarato. 

3.14 Preparo de amostras de conteúdo intramitocondrial para avaliação do 

acúmulo intramitocondrial de MMA – O preparo das amostras consistiu na incubação 

de 2 mg/mL de mitocôndrias de cérebro de rato em meio de reação padrão na presença 

de substratos endógenos ou dos substratos exógenos, glutamato 3 mM e -cetoglutarato 

1,5 mM separadamente, na presença de MMA 2 mM por aproximadamente 8 minutos. 

ADP 800 µM foi adicionado para estimular a respiração pela fosforilação oxidativa. 



54 

 

Imediatamente após o consumo de oxigênio, a suspensão mitocondrial foi centrifugada a 

20.800 g por 5 minutos. O sobrenadante resultante foi descartado e o sedimento foi 

lavado com meio de reação padrão (1x), para em seguida ser ressuspendido em 200 µL 

de solução hipotônica constituída por HEPES 10 mM (pH 7,2). Posteriormente, a 

suspensão mitocondrial foi congelada/descongelada em nitrogênio líquido (4x) para 

promover a lise mitocondrial. A amostra foi centrifugada mais uma vez a 20.800 g por 5 

minutos, o sedimento resultante foi desprezado e o sobrenadante, correspondente ao 

conteúdo intramitocondrial foi estocado a -80°C até o momento da estimativa do acúmulo 

intramitocondrial de MMA. A metodologia de cromatografia líquida acoplada à 

espectrometria de massas em tandem (CL-EM/EM) foi empregada para detecção e 

quantificação de metilmalonato, posteriormente à extração alquilativa do analito, de 

acordo com Carvalho e Kok (2008), no Instituto Fleury – Medicina e Saúde. 

3.15 Tratamento crônico de ratos jovens com MMA – Dois grupos de ratos 

com idade de cinco dias, cada grupo com 6 animais, foram colocados em gaiolas 

separadas, juntamente com suas respectivas mães. Um dos grupos recebeu 

administração intraperitoneal de MMA (pH 7,4), duas vezes ao dia com intervalo de 8 

horas, durante 16 dias. O MMA foi administrado em concentrações crescentes de acordo 

com a idade do animal para se alcançar concentrações plasmáticas de 2-2,5 mM (Dutra et 

al., 1991). Nos 8 primeiros dias de tratamento, os animais foram injetados com um volume 

de 9 µL/g  do animal (0,72 µmol MMA/g) de solução MMA 1%. Nos cinco dias seguintes 

de tratamento eles foram injetados com 8 µL/g (0,89 µmol MMA/g) de solução MMA 1,5% 

e nos três últimos dias foram injetados com 11 µL/g (1,67 µmol MMA/g) de solução MMA 

2%. O grupo controle foi injetado com solução salina (NaCl 0,9%) nos volumes 

equivalentes aos do grupo tratado. No dia seguinte ao último dia de tratamento (21º dia de 
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vida), após 16h da última administração de MMA, os animais foram sacrificados para o 

isolamento de mitocôndrias de cérebro. 

3.16 Medida da atividade de citrato sintase – A reação de conversão de 

oxaloacetato e acetil-CoA a citrato e SH-CoA, catalisada pela citrato sintase foi 

acompanhada medindo-se espectrofotometricamente o produto de reação, ácido 

tionitrobenzóico (TNB) (Shepherd e Garland, 1969). As diferentes suspensões foram 

incubadas a 37°C em meio de reação tris-HCl 50 mM, pH 8,0, contendo triton X-100 

0,1%, oxaloacetato 250 µM, acetil-CoA 50 µM, e ácido ditionitrobenzóico (DTNB) 100 µM. 

O intenso aumento na absorbância a 412 nm foi registrado durante 8 minutos. 

3.17 Medida do consumo de O2 por fragmentos de tecido – O consumo de 

oxigênio por fragmentos de cérebro de rato foi estimado em oxígrafo de alta resolução 

(Oroboros Oxygraph-2K). Fragmentos de cérebro (1 mm3) obtidos empregando-se um 

fatiador de tecidos (McIlwain, Inglaterra) foram mantidos em banho de gelo em meio 

composto por solução balanceada de Hank e HEPES 20 mM, previamente à incubação 

do tecido (3 mg/mL) a 37ºC, sob agitação de 200 rpm no aparelho. Após 10 min do início 

do experimento, MMA 10 mM foi adicionado a uma das cubas e, ao longo do período de 

100 min, o consumo de oxigênio foi determinado simultaneamente nas amostras controle 

e tratada com MMA. A fração de consumo de oxigênio pela cadeia respiratória 

mitocondrial foi estimada pela sensibilidade ao inibidor do complexo III, antimicina A. Para 

aquisição e análise dos dados foi empregado o software DatLab 4 (Oroboros Instruments, 

Innsbruck, Áustria). 

3.18 Cultura de células PC12 – As células PC12, derivadas de feocromocitoma 

de rato foram continuamente mantidas a 37ºC e CO2 a 5% em frascos de cultura de 150 

cm2 de superfície em meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (4,5 g/L de 
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glicose), suplementado com 10% de soro eqüino, 5% de soro fetal bovino e 1% de 

antibiótico (100 U/mL de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina). A manutenção das 

células foi realizada a cada dois dias por meio da passagem das células (5 × 104/cm2) 

para novas garrafas. As células aderidas foram previamente lavadas com PBS e em 

seguida foi utilizada uma solução de tripsina/EDTA 50 µg/cm2 a 37°C para dissociar as 

células da superfície. A ação da tripsina foi inativada pela adição de meio DMEM 

suplementado. A passagem das células para novas garrafas foi realizada após a 

centrifugação da suspensão a 2.800 g por 3 min e ressuspensão do sedimento resultante 

em 5 mL de DMEM suplementado. 

3.19 Medida da viabilidade celular por azul de Tripan – Primeiramente foi 

realizado o plaqueamento das células PC12 (100.000 células/cm2) em placas individuais 

de 9,2 cm2 e estas foram mantidas em DMEM suplementado a 37°C e CO2 a 5% durante 

24h para aderência das células na superfície das placas. Posteriormente, este meio foi 

substituído por DMEM suplementado apenas com HEPES 20 mM (pH 7,2) na ausência ou 

presença de MMA 10 mM, e as células permaneceram incubadas a 37°C e CO2 a 5% 

durante 3, 7, 15 e 24h. Posteriormente, as células foram ressuspendidas e a estimativa da 

viabilidade celular foi realizada por meio da contagem das células em câmara de 

Neubauer após a diluição da suspensão celular em azul de tripan 0,1% em PBS. 

3.20 Determinação do potencial de membrana mitocondrial em células PC12 

intactas – As células PC12 (0,5 × 106 /mL) mantidas em placas de 9,2 cm2 foram 

incubadas em meio DMEM suplementado com HEPES 20 mM (pH 7,2) na ausência ou 

presença de MMA 10 mM durante 15 horas a 37°C e CO2 a 5%. Posteriormente, as 

células (1 × 106 /mL) foram incubadas em 400 µL de meio contendo DiOC6(3) 3 nM e 80 

U/mL de DNAse na ausência ou presença de oligomicina 2 µg/mL; CCCP 50 µM ou 



57 

 

oligomicina juntamente com CCCP nas situações controle e tratada com MMA 10 mM. As 

suspensões celulares foram mantidas sob agitação constante, a 25°C e protegidas da luz 

durante 40 minutos. Após a incubação, a positividade das células para o marcador 

DiOC6(3) foi imediatamente analisada por meio da leitura da fluorescência do composto 

no canal FL-1 de um citômetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson) coletando-se 

40.000 eventos de cada tubo, em duplicata (Rottenberg e Wu, 1998). Os dados 

resultantes foram normalizados utilizando-se o software CellQuest Pro software. 

3.21 Determinação do potencial de membrana mitocondrial em células PC12 

permeabilizadas – Células PC12 (1 × 106 /mL) mantidas em placas de 22,1 cm2 foram 

incubadas em meio DMEM suplementado com HEPES 20 mM (pH 7,2) em situações 

controle e tratada com MMA 10 mM durante 7 horas. Após a incubação, as suspensões 

celulares foram centrifugadas a 1.500 g durante 3 minutos, seguindo-se a substituição do 

meio de manutenção celular por 1 mL do meio de reação livre de K+ constituído por 

sacarose 250 mM, EGTA 200 µM, BSA 1 mg/mL, Na2HPO4 2 mM, MgCl2 1 mM e HEPES-

Na+ 10 mM (pH 7,2) após lavagem do pellet (1x). As células foram então incubadas com 

digitonina 40 µM, a 28ºC durante 5 minutos. A digitonina foi utilizada para permeabilizar 

seletivamente a membrana plasmática. Em seguida, para a remoção do K+ liberado pela 

permeabilização celular, as células foram centrifugadas novamente, o pellet foi lavado 

com meio de reação (1x) e ressuspendido em 50 µL do mesmo. Para os experimentos de 

estabelecimento do método para determinação do potencial de menbrana mitocondrial em 

células PC12 permeabilizadas, foram empregadas diferentes concentrações celulares 

(0,5; 1; 4 e 12 × 106 células/mL) durante as medidas de fluorescência de safranina. 

Posteriormente, para os experimentos na presença de MMA, a concentração ideal de 

células encontrada (4 × 106 /mL) foi incubada a 28°C em 1,7 mL de meio de reação na 

presença de safranina 5 µM, digitonina 40 µM e de coquetel de substratos para o 
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complexo I (malato 3,4 mM, glutamato 2,1 mM, piruvato 2,1 mM e -cetoglutarato 1,86 

mM) totalizando 9,46 mM. Durante o experimento, valinomicina 40 ng/mL, K+ (3 adições 

de 375 µM, 4 adições de 500 µM e 3 adições de 1,5 mM) e FCCP 1 µM foram adicionados 

ao meio de reação. As medidas foram realizadas em fluorímetro (Hitachi F-4010, Tokyo, 

Japan) equipado com agitação magnética constante e operando em comprimentos de 

onda de 495 e 586 nm para excitação e emissão, respectivamente (Åkerman and 

Wikström, 1976) e slits de 5 nm para excitação e emissão. 

3.22 Medida do consumo de O2 por células PC12 intactas – Células PC12 (1 

× 106/mL) mantidas em placas de 22,1 cm2 foram incubadas em meio DMEM 

suplementado com HEPES 20 mM (pH 7,2) na ausência ou presença de MMA 10 mM 

durante 7 horas. Após o tratamento, as suspensões celulares foram centrifugadas a 1.500 

g durante 3 minutos, seguindo-se a substituição do meio de manutenção celular por 1 mL 

de meio de reação (mesmo meio utilizado para a determinação do potencial de 

membrana) para lavagem (1x) do pellet, que foi em seguida ressuspendido em 50 µL do 

meio. Posteriormente, o consumo de oxigênio foi monitorado em oxígrafo de alta 

resolução (Oroboros Oxygraph-2K). As células (4 × 106 /mL) foram incubadas em câmara 

fechada, contendo 2 mL de meio de reação, a 37ºC sob agitação de 200 rpm, na presença 

de coquetel de substratos para o complexo I. Após a respiração basal, foi adicionada 1 

µg/mL de oligomicina, seguida pela adição de FCCP 20 M após 5 min para estimular ao 

máximo o fluxo de oxigênio. O software DatLab 4 (Oroboros Instruments, Innsbruck, 

Áustria) foi empregado para aquisição e análise dos dados. 

3.23 Medida do consumo de O2 por células PC12 permeabilizadas – Células 

PC12 (1 × 106/mL) mantidas e preparadas de acordo com os mesmos parâmetros 

utilizados para o preparo das amostras para os experimentos de potencial de membrana. 
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O consumo de oxigênio foi monitorado em oxígrafo de alta resolução (Oroboros 

Oxygraph-2K). Após tratamento das células nas mesmas condições realizadas para os 

experimentos de potencial de membrana, estas foram incubadas em câmara fechada, 

contendo 2 mL de meio de reação na presença de coquetel de substratos para o 

complexo I e digitonina 40 µM. ADP 400 µM foi adicionado aos 15 minutos do 

experimento para estimular a respiração pela fosforilação oxidativa e FCCP 80 M no 

tempo de 25 minutos, para estimular ao máximo o fluxo de oxigênio. O software DatLab 4 

(Oroboros Instruments, Innsbruck, Áustria) foi empregado para aquisição e análise dos 

dados. 

3.24 Cultura de células U-87MG – As células U-87MG, derivadas de 

glioblastoma humano foram continuamente mantidas a 37 ºC e CO2 a 5% em frascos de 

cultura de 150 cm2 de superfície em Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (2 g/L 

de glicose), suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiótico (100 U/mL 

de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina). A manutenção das células foi realizada a 

cada dois dias por meio da passagem das células (5 × 104/cm2) para novas garrafas. As 

células aderidas foram previamente lavadas com PBS e em seguida foi utilizada uma 

solução de tripsina/EDTA 50 µg/cm2 a 37°C para dissociar as células. A ação da tripsina 

foi inativada pela adição de meio DMEM suplementado. A passagem das células para 

novas garrafas foi realizada após a centrifugação da suspensão a 2.800 g por 3 min e 

ressuspensão do pellet resultante em 5 mL de DMEM suplementado. 

3.25 Medida da viabilidade celular por MTT – Primeiramente foi realizado o 

plaqueamento das células PC12 (5 × 104 células/cm2) em placas individuais de 9,2 cm2 e 

estas foram mantidas em DMEM suplementado a 37°C e CO2 a 5% durante 24h para 

aderência das células na superfície das placas. Posteriormente, este meio foi renovado e, 
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ainda, suplementado com HEPES 20 mM (pH 7,2) na ausência ou presença de MMA 10 

mM, e as células permaneceram incubadas a 37°C e CO2 a 5% durante 3, 24 e 48h. 

Posteriormente, as células foram lavadas em PBS 1X e foi adicionado 1 mL da solução de 

MTT 2,98 mM. Após 90 min, 1 mL da solução ácida SDS 10% - HCl 10 mM foi adicionado 

para solubilização dos cristais de formazan. A viabilidade celular foi determinada pela 

leitura da absorbância em leitor de placas operando em comprimento de onda 570 nm. 

3.26 Cultura primária de astrócitos – A cultura primária de astrócitos foi obtida 

a partir de ratos Wistar com idade de 2 dias, utilizando o método de Mecha et al. (2011), 

com modificações. Primeiramente os neonatos foram higienizados com etanol 70% e em 

seguida decapitados dentro do fluxo laminar. Utilizando materiais esterilizados, os 

cérebros foram dissecados em DMEM sem fenol suplementado com 1% de antibiótico. O 

cerebelo, tronco encefálico e bulbos foram descartados, assim como as meninges. Em 

seguida, o tecido foi picotado, tratado com tripsina 30 µM e incubado a 37 ºC e 5% CO2 

para dissociação. Após 20 min, DMEM suplementado foi adicionado para inativação da 

tripsina na presença de 1 mg/mL de DNAse. O tecido foi então dissociado mecanicamente 

com pipeta sorológica previamente revestida com soro fetal bovino, e o homogenato 

celular resultante foi filtrado em malha de 100 µm para retirada de resíduos celulares. Na 

sequência, a suspensão foi centrifugada a 1.000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi 

descartado e o pellet de células foi novamente centrifugado em solução de BSA 4% para 

impedir contaminação por bactérias. Finalmente, o pellet foi ressuspendido em DMEM 

suplementado e mantido em garrafas com superfície de 75 cm2 próprias para culturas 

celulares primárias. Após três dias, as garrafas foram mantidas sob agitação constante de 

240 rpm, durante 6h para descolamento dos oligodendrócitos e outros tipos celulares. 

Após este período, as garrafas foram extensamente lavadas com PBS e os astrócitos que 

permaneceram aderidos passaram pelo procedimento usual de manutenção das culturas 
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celulares e permaneceram viáveis por até 4 passagens. Para confirmar a predominância 

dos astrócitos na cultura primária foi realizada a imunohistoquímica para avaliar a 

imureatividade das células à proteína glial fibrilar ácida (GFAP). 

3.27 Imagens da cultura primária de astrócitos – As fotomicrografias das 

células primária de astrócitos foram capturadas através de microscópio Leica DMLB 

operando com sistema digital de imagem Leica DC 300F acoplado ao software de 

aquisição “Image Manager 50 1.2” (Leica Microsystems, Bannockburn, IL). Para captura 

das fotos foi empregado o modo de contraste de fase óptico. As imagens foram 

previamente analisadas utilizando-se o Software MetaFluor Fluorescence 4.6.5 (Universal 

Imaging, Downingtown, PA) e posteriormente a área dos astrócitos foi calculada pelo uso 

do software ImageJ (NIH, USA). 

3.28 Medida da produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) em 

mitocôndrias isoladas – A produção de peróxido de hidrogênio mitocondrial foi estimada 

seguindo-se a reação de formação do composto fluorescente resorufin a partir do 

marcador não-fluorescente Amplex Red 10 µM na presença de 1 U/mL de HRP 

(peroxidase de raiz forte, tipo VI-A) (Zhou et al., 1997). A medida da produção de EROs 

foi acompanhada em suspensões de mitocôndrias isoladas de cérebro de rato, utilizando-

se um fluorímetro modelo F-4010 Hitachi spectrofluorometer (Hitachi Ltd, Tokyo, Japão), 

com temperatura controlada de 37°C, sob agitação magnética constante, operando em 

comprimentos de onda de 566 nm para excitação e 587 nm para emissão. Os 

experimentos foram realizados em meio de reação padrão contendo KCl 130 mM, 

HEPES-K+ 10 mM (pH 7,2), K2HPO4 2 mM, MgCl2 1 mM, EGTA 200 µM em volume final 

de 2 mL. 
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3.29 Medidas da produção de EROs por células PC12 em suspensão – Após 

tratamento com MMA, a produção de espécies reativas foi medida em células PC12 em 

suspensão. Foi utilizado meio de reação constituído por solução salina balanceada de 

Hank (HBSS) e HEPES 20 mM (pH 7,2), no qual as células (plaqueamento inicial de 

100.000 células/cm2) de cada placa de 9,2 cm2 foram ressuspendidas para o volume final 

de 2 mL. Os experimentos foram conduzidos a 37°C, sob agitação magnética constante, 

utilizando-se um fluorímetro modelo F-4010 Hitachi (Hitachi Ltd, Tokyo, Japão), operando 

em comprimentos de onda de 566 nm para excitação e 587 nm para emissão no caso do 

marcador não-fluorescente Amplex Red 10 µM na presença de 1 U/mL de HRP 

(peroxidase de raiz forte, tipo VI-A). Para o 2,7-diclorodihidrofluoresceína-diacetato 

(H2DCFDA) 5 µM, foram empregados os comprimentos de onda de 488 e 525 nm para 

excitação e emissão, respectivamente, e para a dihidroetidina (DHE) 5 µM, foram 

utilizados os seguintes comprimentos: 470 nm para excitação e 590 nm para emissão. 

3.30 Análise estatística – Os dados experimentais foram analisados utilizando-

se os softwares GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, La Jolla, CA) e OriginPro versão 

8.0. A média dos valores ± erro padrão da média (média ± e.p.m) foram submetidos à 

análise de variância simples (ANOVA), seguida por teste Tukey, quando realizadas 

comparações múltiplas. Quando um único parâmetro foi comparado entre dois grupos 

diferentes, o teste t Student foi empregado. Os dados estão representados como a média 

± erro padrão (± SEM) de pelo menos quatro experimentos independentes. p < 0,05 e p < 

0,01 foram considerados significativos. 
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4. Resultados e Discussão 
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O metilmalonato (MMA) é possivelmente o principal metabólito acumulado na 

acidemia metilmalônica (Fenton et al., 2001). De acordo com a literatura, ele estaria 

associado à inibição de enzimas mitocondriais (Dutra et al., 1993; Brusque et al., 2002; 

Okun et al., 2002; Schuck et al., 2004), levando a uma diminuição na produção de CO2 

(Wajner et al., 1992) e dos níveis de ATP (McLaughlin et al., 1998), além de uma maior 

produção de lactato ex vivo e in vitro (Wajner et al., 1992; Royes et al., 2003). Isto 

evidencia claramente um comprometimento da função mitocondrial na acidemia 

metilmalônica. De fato, foi previamente descrito, inclusive pelo nosso grupo, o efeito 

inibitório de concentrações milimolares de MMA no consumo de oxigênio mitocondrial 

mantido por succinato (Toyoshima et al., 1995; Maciel et al., 2004; Kowaltowski et al., 

2006). Tais resultados serviram de base para este estudo sobre o efeito de MMA no 

metabolismo oxidativo mitocondrial. 

4.1. Efeito de MMA na bioenergética mitocondrial: avaliação da respiração 

mitocondrial na presença de diferentes substratos 

Primeiramente, avaliou-se a respiração mitocondrial num modelo in vitro 

constituído por mitocôndrias isoladas de cérebro de rato, na presença de diferentes 

substratos respiratórios para os complexos I e II da cadeia respiratória. Estes substratos 

foram empregados isoladamente ou combinados, na presença ou ausência de 

concentrações crescentes de MMA (1-10 mM). Todos os experimentos foram conduzidos 

na presença de ADP 800 µM, para se obter estímulo da respiração pela fosforilação 

oxidativa. Os painéis 2a e 2b mostram respectivamente as velocidades absolutas e 

relativas de consumo de oxigênio nas diferentes condições propostas. Nota-se que o 

MMA inibiu fortemente a respiração mantida por glutamato, enquanto apresentou um 

efeito inibitório mais sutil quando utilizados malato, ou glutamato juntamente com malato 
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como substratos. Em adição, o MMA também inibiu significativamente a respiração 

mitocondrial mantida por succinato, atingindo em torno de 45% de inibição quando 

utilizado MMA 10 mM (Fig 2b). O estudo dos mecanismos envolvidos no efeito inibitório 

de MMA na respiração mantida por glutamato ou succinato será apresentado nos 

próximos tópicos de Resultados e Discussão desta Tese. O MMA não apresentou efeito 

inibitório algum na respiração mitocondrial quando o TMPD foi utilizado como substrato 

respiratório para o complexo IV, na presença de ascorbato e antimicina A (resultado não 

mostrado). O mesmo ocorreu quando um coquetel de substratos para o complexo I 

(malato, glutamato, piruvato e -cetoglutarato) foi utilizado como doador de elétrons. 

A ausência de qualquer efeito do MMA na respiração mitocondrial mantida pelo 

coquetel de substratos para o complexo I da cadeia respiratória indica que o efeito 

inibitório do MMA no consumo de oxigênio sob certas condições está relacionado a 

defeitos que antecedem os complexos da cadeia respiratória, como inibição da atividade 

de enzimas do ciclo do ácido cítrico ou do transporte mitocondrial de substratos. 

Os resultados da figura 2a mostram também que, na presença de outros 

substratos para o complexo I, como -cetoglutarato e citrato, o MMA estimulou o consumo 

de O2. Nota-se que tal efeito foi acentuado, ultrapassando 300% em relação ao respectivo 

controle, quando utilizado citrato juntamente com a mínima concentração (1 mM) de MMA 

(Fig 2b). Os efeitos estimulatórios de MMA no consumo mitocondrial de oxigênio estão 

provavelmente associados com o influxo mitocondrial de substratos promovido pelo MMA. 

De acordo com Halperin et al. (1971), o MMA pode ser transportado pelos três diferentes 

sistemas mitocondriais existentes para o transporte de malato: os transportadores de 

dicarboxilatos, tricarboxilatos e de -cetoglutarato. O MMA pode entrar na mitocôndria 

pelo transportador de dicarboxilatos em troca de fosfato e pode sair em troca de -
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cetoglutarato ou citrato, o que pode explicar o efeito estimulatório de MMA na respiração 

mantida por estes substratos. 
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Fig. 2 - Efeito de MMA no consumo de oxigênio por mitocôndrias de cérebro. 

Mitocôndrias isoladas de cérebro total de rato (0,5 mg/mL) foram incubadas a 37 ºC em meio de 

reação padrão (KCl 130 mM, HEPES-K+ 10 mM, K2HPO4 2 mM, MgCl2 1mM, EGTA 200 µM, pH 

7,2) contendo diferentes substratos do complexo I [ -cetoglutarato, citrato, isocitrato, glutamato, 

malato ou piruvato ( KG, Citrate, Isocitr, Glut, Mal ou Pyr )]; 5 mM de cada. Estes substratos 

estiveram presentes na concentração de 5 mM quando isolados, ou em concentrações 

equimolares quando associados a outros, totalizando 5 mM. Outros experimentos foram 

realizados na presença de succinato 5 mM + rotenona 2 µM (Succ + Rot). Todos os ensaios 

foram conduzidos na presença de ADP 800 µM. Painel a: Valores absolutos de consumo de 

oxigênio na presença de diferentes substratos da cadeia respiratória e concentrações variáveis 

de MMA (1-10 mM), como indicado na figura. Painel b: Velocidades relativas de consumo de 

O2. Dados mostrados como porcentagens de suas respectivas velocidades na ausência de 

MMA. Dados dos painéis a e b representam a média ± S.E.M. de pelo menos 4 experimentos 

independentes realizados em duplicata. *Significativamente diferente de seu respectivo controle, 

p<0,01. 
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4.2. Caracterização da inibição do metabolismo oxidativo mitocondrial de succinato 

por MMA 

Até recentemente, o MMA era tido como inibidor competitivo da atividade da 

enzima succinato desidrogenase (SDH) em cérebro e fígado de rato, provavelmente 

devido à sua semelhança estrutural com malonato (MA), inibidor clássico da SDH e 

análogo estrutural do succinato, substrato da enzima (Dutra et al., 1993; Toyoshima et al., 

1995; Brusque et al., 2002; Marisco et al., 2003; Fleck et al., 2004; Pettenuzzo et al., 

2006). Entretanto, algumas publicações (Okun et al., 2002; Kolker et al., 2003; Mirandola, 

Melo et al., 2008) mostram que, em concentrações milimolares, o MMA não inibe a 

atividade da SDH em partículas submitocondriais invertidas. Além disso, Halperin et al. 

(1971) já haviam descrito o MMA como inibidor do efluxo mitocondrial do dicarboxilato 

malato. De acordo com estas evidências, hipotetizamos que o efeito inibitório de MMA, 

encontrado em nossos resultados de respiração mantida por succinato, seria causado 

pela inibição do transporte deste substrato através do carreador de dicarboxilatos 

presente na membrana mitocondrial interna. 

Para estudarmos se o MMA inibiria o transporte mitocondrial de succinato através 

do carreador de dicarboxilatos, foram realizados experimentos de inchamento 

mitocondrial em meio hiposmótico, de acordo com dois protocolos diferentes: um baseado 

na incubação de mitocôndrias na presença de sais de potássio e nigericina, ionóforo que 

permite a troca entre K+ e H+ (Liu et al., 1996), e outro em sais de amônio (Halperin et al., 

1971). Sob estas condições experimentais, a adição de fosfato inorgânico (HPO4
2-) 

promove o transporte de dicarboxilatos para dentro da matriz mitocondrial, ocasionando o 

inchamento mitocondrial. 
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A figura 3a representa o monitoramento da diminuição no espalhamento de luz, 

correspondendo ao inchamento mitocondrial. Conforme ocorre o influxo mitocondrial dos 

dicarboxilatos com formação de sais dentro da mitocôndria, a entrada de água tende a 

acompanhar o transporte, causando o inchamento mitocondrial. Um significativo 

inchamento foi promovido pela adição de HPO4
2- à suspensão mitocondrial incubada com 

succinato (Fig 3b). Entretanto, quando succinato esteve presente juntamente com MMA, 

o inchamento induzido por HPO4
2- foi inibido quase completamente. 

O substrato glutarato, que não é transportado pelo carreador de dicarboxilatos, 

foi empregado como ânion controle, e não inibiu o inchamento mitocondrial quando 

presente juntamente com succinato. As velocidades de inchamento mitocondrial utilizando 

substratos na forma de sais de amônio (Fig 3c) confirmaram a ação inibitória do MMA no 

transporte mitocondrial de succinato. Nota-se ainda que a adição de HPO4
2- às 

mitocôndrias incubadas em presença de MMA, causou um pequeno estímulo do 

inchamento mitocondrial (Fig 3c), indicando que o MMA pode ser transportado pelo 

transportador de dicarboxilatos. 

Estes resultados (Figs 2 e 3) indicam que o MMA inibe o consumo mitocondrial 

de oxigênio mantido pela oxidação de succinato por inibir a captação mitocondrial deste 

substrato através da membrana mitocondrial interna, provavelmente por competir com o 

transporte de succinato pelo carreador de dicarboxilatos. 

Estes resultados, sobre a caracterização do MMA como um inibidor do transporte 

mitocondrial, fazem parte do artigo “Methylmalonate inhibits succinate-supported 

oxygen consumption by interfering with mitochondrial succinate uptake”, de autoria 

de S.R. Mirandola, D.R. Melo, P.F. Schuck, G.C. Ferreira, M. Wajner e R.F. Castilho, 
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publicado na revista Journal of Inherited Metabolic Disease (volume 31, páginas 44-54, 

2008). 
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Fig. 3 - Efeito inibitório de MMA no transporte mitocondrial de succinato pelo carreador 

de dicarboxilatos. 

Para os experimentos dos painéis a e b, mitocôndrias de cérebro total de rato (0,4 mg/mL) 

foram incubadas a 37 ºC em meio de reação contendo EGTA-K+ 0,1 mM, EDTA-K+ 0,1 mM, 

MOPS-K+ 5 mM (pH 7,0), antimicina A 0,2 mM, nigericina 0,7 mM e um total de 36,7 mM de sais 

(K+) de succinato (Succ), glutarato e/ou MMA. Quando dois sais diferentes estiveram presentes, 

estes foram adicionados em igual concentração (18,35 mM). Para os experimentos do painel c, 

mitocôndrias foram incubadas a 30 ºC em meio de reação contendo Tris 20 mM (pH 7,4), 

EGTA-(NH4
+) 1 mM e antimicina A 2 µM. O meio conteve um total de 100 mM de sais de 

amônio (NH4
+) de succinato (Succ), glutarato e/ou MMA. Quando dois sais estiveram presentes, 

estes foram adicionados em igual concentração (50 mM). Painel a: Figura representativa do 

inchamento mitocondrial na presença de diferentes dicarboxilatos. Onde indicado pela seta, 

HPO4
2- 2 mM (sal de K+) foi adicionado ao meio de reação. Painéis b e c: Taxas de inchamento 

mitocondrial na presença ou ausência de HPO4
2- 2 mM. Dados representam a média ± S.E.M de 

pelo menos 5 experimentos independentes realizados em duplicata. FU: Unidades de 

fluorescência. *Significativamente diferente de “Succ + HPO4
2-”, p<0,01. 

 

Em fígado e rim, o carreador mitocondrial de dicarboxilatos é importante para a 

gliconeogênese, promovendo o transporte de malato da mitocôndria para o citosol. 

Embora o papel do transportador mitocondrial de dicarboxilatos ainda seja pouco 

entendido nas mitocôndrias de cérebro, provavelmente ele está associado ao suprimento 

de intermediários para o ciclo do ácido cítrico, já que estes são gastos durante a síntese 

de novo de glutamato (Hertz, 2004). Em adição, em neurônios a síntese de novo de 

oxaloacetato é insuficiente, pois requer a carboxilação de piruvato, que é mínima nestas 

células (Hassel, 2002). Portanto, o metabolismo energético neuronal e a 

neurotransmissão glutamatérgica podem estar comprometidos por altas concentrações de 

MMA. A inibição do transportador de dicarboxilatos mitocondrial pelo MMA pode também 

inibir o transporte de glutationa para dentro das mitocôndrias (Lash, 2006; Morath et al., 

2008), levando à depleção das defesas antioxidantes e ao desbalanço redox, que pode 

ser relacionado com a deficiência de glutationa observada na acidemia metilmalônica 

(Treacy et al., 1996). 
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Em um estudo colaborativo recente com o grupo do Prof. Moacir Wajner 

(UFRGS), mostramos que o etilmalonato (EMA), metabólito acumulado na encefalopatia 

etilmalônica e na deficiência de acil-CoA desidrogenase de cadeia curta, também possui a 

propriedade de inibir o transporte dos dicarboxilatos malato e succinato através da 

membrana mitocondrial interna. Estes resultados fazem parte do artigo “Ethylmalonic 

acid impairs brain mitochondrial succinate and malate transport”, de autoria de A.U. 

Amaral, C. Cecatto, E.N. Busanello, C.A. Ribeiro, D.R. Melo, G. Leipnitz, R.F. Castilho e 

M. Wajner, publicado na revista Molecular Genetics and Metabolism (volume 105, páginas 

84-90, 2012).  

4.3. Inibição por MMA do metabolismo oxidativo neuronal de glutamato  

O aminoácido glutamato é considerado o principal neurotransmissor excitatório 

do sistema nervoso central e importante constituinte estrutural das proteínas em 

mamíferos (Foster et al., 1984; Mayer et al., 1997). Além destas funções ele pode também 

ser oxidado na mitocôndria para atuar como fonte de intermediários para o ciclo do ácido 

cítrico (Daikhin and Yudkoff, 2000; McKenna, 2007), sendo particularmente importante no 

cérebro. Neste, a oxidação de glutamato chega a ser tão intensa que este aminoácido 

poderia, teoricamente, substituir a glicose como combustível (Yu et al. 1982; Erecinska et 

al. 1988). Aditivamente, um comprometimento na sua homeostase pode constituir um 

fator determinante na patogênese de certas doenças neurológicas (Santos et al., 2006). 

Sustentado na proposta de que o MMA compromete o metabolismo oxidativo de 

glutamato, o estudo prévio de Toyoshima et al. (1996) mostrou que o MMA reduz 

significativamente a formação de 14CO2 a partir de glutamato marcado com 14C em 

mitocôndrias de fígado de rato. Aditivamente, nossos resultados (ver Fig 2) mostram que 

o MMA inibiu extensamente a respiração de mitocôndrias de cérebro mantida por 
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glutamato, e que isto poderia estar relacionado ao comprometimento do metabolismo 

energético neuronal pelo MMA. Propusemos então, a caracterização do efeito inibitório de 

MMA no consumo mitocondrial de O2 quando glutamato é utilizado como substrato 

respiratório, testando diversas concentrações deste e de MMA. Na figura 4a o consumo 

mitocondrial de O2 atinge sua velocidade máxima na presença de glutamato 3 mM, 

mantendo-se semelhante com glutamato 10 mM. As diferentes concentrações de MMA 

testadas inibiram a respiração mantida por glutamato de maneira dose-dependente. Foi 

obtida uma inibição de 75% do consumo de O2 na presença de MMA 3 mM (Fig 4a). A 

figura 4b mostra um perfil inibitório linear e dose-dependente do MMA sobre a respiração 

mantida por glutamato 3 mM. Pode-se notar que a concentração mínima de MMA (0,1 

mM) é suficiente para inibir cerca de 25% do consumo de O2. 
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Fig. 4 - Efeito de MMA no consumo de oxigênio mantido por glutamato em mitocôndrias 

de cérebro de rato.  

Mitocôndrias isoladas de cérebro total de rato (0,5 mg/mL) foram incubadas a 37 ºC em meio de 

reação padrão (pH 7,2) contendo glutamato nas concentrações 1, 3 ou 10 mM na presença ou 

ausência de concentrações variadas de MMA (0,1-10 mM) e ADP 800 µM. Painel a: Valores 

absolutos de consumo de oxigênio. Painel b: Representação do consumo mitocondrial de 

oxigênio mantido por glutamato 3 mM na presença de concentrações variáveis de MMA (0,1-10 

mM). *Significativamente diferente de seu respectivo controle, p<0,01. 
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Para avaliarmos se o efeito inibitório do MMA na respiração mantida por 

glutamato estaria associado à inibição do transporte deste substrato para dentro da 

mitocôndria, como ocorreu no caso do succinato, foram realizados experimentos de 

inchamento mitocondrial, empregando-se a metodologia baseada no transporte de sais de 

amônio (Fig 5). Sob estas condições, o inchamento mitocondrial constitui uma função do 

influxo de glutamato pelos trocadores glutamato/aspartato e glutamato/OH- (McKenna 

2007). 

Quando incubado sozinho, o glutamato foi transportado para dentro das 

mitocôndrias, o que pode ser evidenciado pelo extenso inchamento mitocondrial. Na 

presença de N-etilmaleimida (NEM), conhecido inibidor do trocador glutamato/OH- (Njogu 

e Hoek, 1983), o transporte foi inibido em aproximadamente 35% (Fig 5a). Quando o 

glutamato foi substituído por MMA, o inchamento foi significativamente mais lento (Fig 

5b). Já a presença de MMA juntamente com glutamato não afetou significativamente o 

influxo deste para dentro da mitocôndria (Fig 5b), indicando que a inibição pelo MMA da 

respiração mantida por glutamato não se deve à inibição do transporte mitocondrial deste 

substrato. 
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Fig. 5 - Avaliação do efeito de MMA no transporte mitocondrial de glutamato. 

Mitocôndrias de cérebro total de rato (0,1 mg/mL) foram incubadas a 37 ºC em meio de reação 

contendo Tris (NH4
+) 20 mM/EGTA 1 mM (pH 7,4), antimicina A 2 µM e rotenona 2,5 µM. O 

meio conteve um total de 100 mM de sais de amônio (NH4
+) de glutamato (Glut) ou MMA. 

Quando os dois sais diferentes estiveram presentes, estes foram adicionados em igual 

concentração (50 mM). O inibidor do transporte de glutamato N-etilmaleimida (NEM) 2 mM 

esteve presente onde indicado na figura. Painel a: Figura representativa do inchamento de 

mitocôndrias de cérebro na presença de diferentes dicarboxilatos. Onde indicado pela seta, 0,1 

mg/mL de suspensão mitocondrial (BM) foi adicionada ao meio de reação. Painel b: Variação 

do espalhamento de luz correspondendo às taxas de inchamento na presença de sais de 

amônio em mitocôndrias de cérebro em diferentes condições. Dados representam a média ± 

S.E.M de pelo menos 4 experimentos independentes realizados em duplicata. 

*Significativamente diferente de “Glut”, p<0,01. 
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Em neurônios, há uma baixa atividade da piruvato carboxilase (Morath et al., 

2007), enzima que em outras células e tecidos é responsável pela regeneração de 

oxaloacetato, diretamente, a partir de piruvato. Esta deficiência causa uma limitação na 

capacidade anaplerótica neuronal. No entanto, dentro da mitocôndria, o glutamato pode 

servir como fonte de carbonos para o ciclo do ácido cítrico, sendo convertido por duas 

rotas principais: desaminação pela glutamato desidrogenase (GDH) ou transaminação 

pela aspartato transaminase (AST), gerando α-cetoglutarato (Balazs, 1965; Nicklas et al., 

1971). Em neurônios há uma alta atividade destas enzimas (Balazs, 1965; Lai et al., 1975) 

e estas vias de produção de -cetoglutarato a partir de glutamato parecem contribuir 

significativamente para o metabolismo energético oxidativo (Zhang et al., 2004). Assim, a 

sua inibição por MMA poderia explicar, pelo menos em parte, o quadro de privação 

energética na acidemia metilmalônica. 

Primeiramente, foi testada a atividade da enzima glutamato desidrogenase 

(GDH) utilizando diferentes concentrações de glutamato (0,3; 1; 3; 10 mM) na presença 

de concentrações variadas de MMA (1-10 mM). Na figura 6a, nota-se uma atividade 

enzimática concentração-dependente de glutamato representada pelo NADH produzido 

na reação. Houve uma pequena inibição da atividade de glutamato desidrogenase 

somente quando empregada a concentração mais alta de MMA (10 mM), alcançando 

inibição de 33% e 16% quando utilizado glutamato 0,3 e 10 mM, respectivamente. Este 

resultado indica que a enzima glutamato desidrogenase é pouco inibida por MMA. 
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Fig. 6 - Efeito de MMA na atividade das enzimas glutamato desidrogenase (GDH) e 

aspartato transaminase (AST). 

Para o experimento do painel a, mitocôndrias de cérebro total de rato (0,15 mg/mL) foram 

incubadas a 37 ºC em meio de reação padrão (pH 7,2) contendo triton X-100 0,1%, ADP 250 

µM, NAD+ 1 mM, diferentes concentrações de glutamato (0,3; 1; 3 e 10 mM) na ausência ou 

presença de concentrações variáveis de MMA (1-10 mM). Para o experimento do painel b, 

mitocôndrias de cérebro de rato (0,25 mg/mL) foram incubadas a 37 ºC em meio de reação 

composto por K2HPO4 100 mM (pH 7,4) contendo triton X-100 0,17%, glutamato 2 mM, 

oxaloacetato 1 mM, NH4Cl 50 mM, NADPH 100 µM e glutamato desidrogenase purificada 4 

U/mL na ausência ou presença de concentrações variáveis de MMA (1-10 mM). Painel a: 

Atividade da glutamato desidrogenase representada pelos valores absolutos de NADH 

produzido na reação. Painel b: Valores absolutos de NADP+ produzido pela atividade da 

aspartato transaminase. Dados representam a média ± S.E.M de pelo menos 4 experimentos 

independentes realizados em duplicata. #Significativamente diferente de seu respectivo controle, 

p<0,05. 
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Em seguida, avaliou-se a atividade da aspartato transaminase (AST) utilizando 

uma metodologia acoplada à atividade da glutamato desidrogenase (Dennis et al., 1976; 

Cheeseman e Clarck, 1988). Foi empregada uma única concentração de substratos para 

a reação (oxaloacetato 1 mM + glutamato 2 mM), e o uso de diversas concentrações de 

MMA (1-10 mM). A atividade enzimática representada pela produção de NADP+ foi pouco 

alterada por MMA, sendo que a inibição significativa de 17% foi percebida apenas na 

presença de MMA 10 mM (Fig 6b). Como o ensaio da AST foi determinado pela reação 

acoplada a oxidação de NADPH pela GDH, a possibilidade de que o efeito inibitório de 

MMA observado na atividade da AST seja resultado de efeito deste acido orgânico na 

GDH não pode ser descartada. 

Portanto, o MMA parece apresentar um efeito inibitório bastante sutil e de pouca 

relevância, na atividade das enzimas glutamato desidrogenase e aspartato transaminase. 

Após verificarmos que o MMA não causa inibição do influxo mitocondrial de 

glutamato e nem mesmo inibe expressivamente as enzimas diretamente relacionadas ao 

metabolismo de glutamato, sugerimos dois outros mecanismos através dos quais o MMA 

poderia atuar. Um ocorreria através da troca entre MMA extramitocondrial por -

cetoglutarato da matriz mitocondrial, levando à depleção do mesmo dentro da mitocôndria 

e o outro seria pela inibição do complexo enzimático -cetoglutarato desidrogenase por 

MMA, ambos tendo como consequência a diminuição da respiração mantida por 

glutamato. 

De fato, os resultados da Fig. 2 indicam que o estímulo causado pelo MMA na 

respiração mantida por -cetoglutarato pode ser resultado da troca de MMA 

intramitocondrial pelo substrato extramitocondrial, que se encontrava em alta 

concentração (5 mM) no meio de reação, resultando em aumento da velocidade de 
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consumo de O2. Assim, para se comprovar a troca MMA/ -cetoglutarato e sua relação 

com a inibição da respiração mantida por glutamato, sugerimos um experimento 

específico para se testar o efeito de MMA no efluxo mitocondrial de -cetoglutarato. 

A saída de -cetoglutarato intramitocondrial foi estimada por um método 

fluorimétrico indireto acoplado a atividade enzimática da glutamato desidrogenase 

(Contreras e Satrústegui, 2009) (Fig 7). Ao entrar na mitocôndria via trocador 

glutamato/aspartato (AGC), o glutamato é prontamente convertido em -cetoglutarato pela 

aspartato transaminase (AST), e pode deixar a mitocôndria via transportador de -

cetoglutarato (OGC). O -cetoglutarato transportado para fora da mitocôndria é 

reconvertido em glutamato pela glutamato desidrogenase exógena (GDH), numa reação 

em que há diminuição na fluorescência, pelo consumo de NADH (Fig 7a), permitindo a 

quantificação do transporte de -cetoglutarato (Contreras e Satrústegui, 2009). 

Observou-se que quando glutamato foi empregado na presença de MMA 0,5 mM, 

o efluxo mitocondrial de -cetoglutarato aumentou cerca de 6 vezes (Fig 7, painéis b e c), 

quando comparado à situação controle (somente glutamato 3 mM). Houve um estímulo 

ainda mais exacerbado no transporte de -cetoglutarato, utilizando-se glutamato na 

presença de malato (Fig 7, painéis b e c), indicando que as mitocôndrias de cérebro 

apresentam uma alta atividade do transportador de -cetoglutarato. Esta última condição 

representa o controle positivo do experimento, já que conhecidamente ocorre a troca de 

malato por -KG pelo transportador de -cetoglutarato. E ainda, dentro da mitocôndria o 

malato é convertido em oxaloacetato, que juntamente com glutamato, numa reação 

catalisada pela aspartato transaminase (AST), irá gerar mais -cetoglutarato e, portanto, 

aumentar seu efluxo. Pelo emprego desta metodologia indireta foi confirmado que o MMA 

depleta a mitocôndria de -cetoglutarato por meio da troca MMA/ -cetoglutarato. 
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Fig. 7 - Efeito estimulatório de MMA no efluxo mitocondrial de -cetoglutarato pelo 

transportador de -cetoglutarato. 

Mitocôndrias de cérebro total de rato (0,5 mg/mL) foram incubadas a 37 ºC em meio de reação 

contendo manitol 75 mM, sacarose 25 mM, fosfato de potássio 5 mM, tris-HCl 20 mM, EDTA-K+  

0,5 mM, KCl 100 mM e BSA 0,1% (pH 7,4), ADP 500 µM, sulfato de amônio 3 mM, glutamato 

desidrogenase (GDH) purificada 10 U/mL, NADH 66 µM e glutamato 3 mM, na ausência ou 

presença de MMA 0,5 mM, malato 0,5 mM ou GDH. Painel a: Representação da queda da 

fluorescência pela produção de NAD+ na reação, pelo estímulo no efluxo de -cetoglutarato 

promovido por malato e metilmalonato. Onde indicado pela seta, a suspensão mitocondrial (BM) 

foi adicionada. Painel b: Valores absolutos da velocidade de produção de NAD+ pela reação de 

conversão a glutamato do -cetoglutarato transportado pelo carreador oxoglutarato. Dados 

representam a média ± S.E.M de pelo menos 4 experimentos independentes realizados em 

duplicata. a.u.: Unidades arbitrárias de fluorescência. *Significativamente diferente de “Glut”, 

p<0,01, #significativamente diferente de “Glut”, p<0,05. 
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Sabe-se que algumas desordens neurológicas estão relacionadas a uma baixa 

atividade da -cetoglutarato desidrogenase, enzima crucial na produção de equivalentes 

reduzidos (NADH) e na manutenção do estado redox mitocondrial do cérebro. Esta 

enzima é considerada limitante no ciclo do ácido cítrico, onde converte -cetoglutarato a 

succinil-CoA (Gibson et al. 2000). Além de converter o -cetoglutarato proveniente do 

próprio ciclo, a -cetoglutarato desidrogenase é responsável pelo catabolismo de 

glutamato, relacionando o metabolismo deste diretamente ao ciclo do ácido cítrico (Santos 

et al., 2006). Assim, outro mecanismo de ação do MMA no metabolismo oxidativo de 

glutamato seria por meio da inibição do complexo enzimático -cetoglutarato 

desidrogenase, impedindo a conversão de -cetoglutarato a succinil-CoA, e 

consequentemente a formação de oxaloacetato. 

A atividade da -cetoglutarato desidrogenase foi avaliada fluorimetricamente 

utilizando-se mitocôndrias isoladas de cérebro na presença de concentrações crescentes 

de -cetoglutarato (0,1; 0,25; 0,5; 1 e 2 mM), além de diversas concentrações de MMA (1-

10 mM). Os valores absolutos de atividade enzimática, representada pelo NADH 

produzido (Fig 8a) estão de acordo com as concentrações crescentes de -cetoglutarato. 

O MMA promoveu um efeito inibitório dose-dependente, atingindo aproximadamente 73 e 

60% quando utilizada a concentração mais alta (10 mM), em conjunto com -cetoglutarato 

0,1 e 0,25 mM, respectivamente (Fig 8a). Quanto mais alta a concentração de substrato, 

menor foi o efeito de MMA. O perfil de inibição competitiva do MMA em relação à -

cetoglutarato desidrogenase é evidenciado através do gráfico de dupla-reciprocidade (Fig 

8b). O valor de Km encontrado para o substrato -cetoglutarato foi de 0,57 ± 0,06 mM 

(n=4), enquanto o valor de Ki encontrado para o MMA foi de 3,65 ± 0,81 mM (n=4), 

calculado utilizando o “Dixon-plot”. De modo interessante, Sauer et al. (2008) observaram 
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uma inibição de aproximadamente 25% na atividade da -cetoglutarato desidrogenase na 

presença de 1 mM de metilmalonil-CoA, precursor metabólico do MMA. 
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Fig. 8 - Efeito de MMA na atividade da enzima -cetoglutarato desidrogenase. 

A medida da atividade de -cetoglutarato desidrogenase foi conduzida em meio de reação 

contendo K2HPO4 50 mM, MgCl2 1 mM (pH 7,35), triton X-100 0.1%, pirofosfato de tiamina 0,2 

mM, DTT 0,3 mM, EGTA 100 µM, coenzima A-SH 50 µM, antimicina A 1 µM, rotenona 2,5 µM, 

mitocôndrias de cérebro total de rato (0,5 mg/mL), diferentes concentrações de -cetoglutarato 

(0,1; 0,25; 0,5; 1 e 2 mM) na ausência ou presença de concentrações variáveis de MMA (1-10 

mM), além de NAD+ 2 mM a 37 ºC. Painel a: Valores absolutos de NADH produzido 

correspondendo à atividade da -cetoglutarato desidrogenase. Painel b: Gráfico duplo-

recíproco (Lineweaver-Burk) mostrando o perfil competitivo da inibição da atividade enzimática 

por MMA. Dados representam a média ± S.E.M de pelo menos 4 experimentos independentes 

realizados em duplicata. *Significativamente diferente de seu respectivo controle, p<0,01. 
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A enzima piruvato desidrogenase constitui um membro da mesma família de -

cetoácidos desidrogenases à qual pertence a -cetoglutarato desidrogenase (Gibson et 

al., 2000). O componente dihidrolipoil desidrogenase (E3) está presente em ambos os 

complexos enzimáticos, exercendo as mesmas funções. Além disso, a piruvato 

desidrogenase catalisa uma série de reações similares àquelas catalisadas pela -

cetoglutarato desidrogenase (Gibson et al., 2000). Baseando-se na similaridade estrutural 

e funcional dos dois complexos enzimáticos, decidimos investigar se o MMA também 

inibiria a atividade da piruvato desidrogenase. 

A atividade do complexo piruvato desidrogenase foi analisada utilizando-se uma 

preparação de enzima purificada (32 µg de proteína/mL), além de diferentes 

concentrações de piruvato (25; 50; 100 e 250 µM) e de MMA (1-10 mM). Este inibiu em 

pequena extensão a atividade enzimática da piruvato desidrogenase somente quando 

utilizado em sua concentração mais alta (10 mM), e na presença das concentrações mais 

baixas de piruvato (25 e 50 µM) (Fig 9). O Km encontrado para o piruvato foi de 34 ± 4 µM 

(n=4). A partir destes resultados, pode-se concluir que o MMA não é um inibidor 

importante da atividade da piruvato desidrogenase. 
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Fig. 9 - Efeito de MMA na atividade da enzima piruvato desidrogenase. 

O ensaio enzimático da piruvato desidrogenase foi realizado em meio de reação contendo 

K2HPO4 50 mM, MgCl2 1 mM (pH 7,35), pirofosfato de tiamina 0,2 mM, DTT 0,3 mM, EGTA 100 

µM, coenzima A-SH 50 µM, piruvato desidrogenase purificada 10 mU/mL, diferentes 

concentrações de piruvato (25, 50, 100 e 250 µM) na ausência ou presença de concentrações 

variáveis de MMA (1-10 mM) além de NAD+ 2 mM a 37 ºC. Painel a: Taxas de produção de 

NADH correspondentes à atividade da piruvato desidrogenase. Painel b: Valores relativos de 

atividade enzimática. Dados mostrados como porcentagens de suas respectivas atividades na 

ausência de MMA. Dados representam a média ± S.E.M de pelo menos 4 experimentos 

independentes realizados em duplicata. #Significativamente diferente de seu respectivo controle, 

p<0,05. 
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Uma vez caracterizadas a troca de MMA extramitocondrial por -cetoglutarato 

intramitocondrial e a inibição da atividade da enzima -cetoglutarato desidrogenase, foi 

caracterizado o efeito de MMA na respiração mitocondrial mantida pela atividade da -

cetoglutarato desidrogenase. 

Em mitocôndrias isoladas de cérebro de rato, foi estudado o efeito de 

concentrações crescentes de metilmalonato (1-10 mM) na respiração mantida por -

cetoglutarato, empregando-se diferentes concentrações deste substrato, na presença de 

uma concentração fixa (0,5 mM) do dicarboxilato malonato, substrato para o transportador 

de -cetoglutarato (Sluse et al. 1972). O uso de malonato teve como objetivo de promover 

o influxo mitocondrial de -cetoglutarato, pela troca de -cetoglutarato extramitocondrial 

com malonato intramitocondrial, ao mesmo tempo minimizando a troca de -cetoglutarato 

extramitocondrial com MMA intramitocondrial, evitando o efeito estimulatório do MMA no 

consumo de oxigênio mantido pelo -cetoglutarato. Além disso, o malonato foi utilizado 

para inibir a succinato desidrogenase, deixando apenas a -cetoglutarato desidrogenase 

como fonte de coenzima reduzida (NADH) para a cadeia respiratória. Desta forma, o uso 

de malonato nos permitiu avaliar diretamente a inibição da -cetoglutarato desidrogenase 

pelo MMA, e a consequente inibição da respiração mitocondrial. 

Na figura 10 observam-se as velocidades absolutas de consumo de oxigênio nas 

várias condições propostas. Nota-se que o MMA promoveu uma inibição dose-

dependente no consumo de oxigênio, alcançando cerca de 70% quando utilizada a menor 

concentração de -cetoglutarato (0,25 mM), juntamente com a dose mais elevada de 

MMA (10 mM). O efeito inibitório de MMA foi mais significativo na presença das 

concentrações mais baixas do substrato -cetoglutarato (0,25 e 0,5 mM). Quando -

cetoglutarato 2 mM foi utilizado no experimento, observou-se uma menor inibição da 
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respiração. Este fato, possivelmente está relacionado à inibição competitiva da -

cetoglutarato desidrogenase por MMA. 
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Fig. 10 - Efeito de metilmalonato (MMA) na respiração mitocondrial mantida por -

cetoglutarato em presença de malonato (MA). 

Mitocôndrias de cérebro total de rato (0,5 mg/mL) foram incubadas a 37 ºC em meio de reação 

padrão (KCl 130 mM, HEPES-K+ 10 mM, K2HPO4 2 mM, MgCl2 1mM, EGTA 200 µM, pH 7,2), 

na presença de -cetoglutarato 0,25; 0,5 ou 2 mM. O consumo de oxigênio pelas mitocôndrias 

foi medido na presença de uma concentração fixa de malonato (0,5 mM) e ADP 800 µM. Nestas 

condições, foram adicionadas ainda, concentrações crescentes de MMA (1-10 mM), como 

indicado. Na figura são mostrados os valores absolutos de consumo de oxigênio e os dados 

representam a média ± S.E.M de pelo menos 4 experimentos independentes realizados em 

duplicata. *Significativamente diferente de seu respectivo controle, p<0,01. #Significativamente 

diferente de seu respectivo controle, p<0,05. 
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Após a observação da troca entre MMA extramitocondrial por -cetoglutarato 

intramitocondrial, decidimos analisar o efeito de MMA na depleção mitocondrial de -

cetoglutarato e o acúmulo intramitocondrial de MMA por meio da técnica de etroforese 

capilar de zona (CZE), que permite detectar e separar intermediários do ciclo do ácido 

cítrico. Esta técnica foi executada em colaboração com os Profs. Drs. Nilson Assunção e 

Etelvino Bechara, no Laboratório de Radicais Livres e Bioluminescência, no Instituto de 

Química da USP.  

Nosso objetivo era, a princípio, identificar e quantificar os níveis de MMA, -

cetoglutarato e glutamato em amostras que correspondiam aos conteúdos intra e 

extramitocondriais após experimentos de consumo de oxigênio empregando-se 

mitocôndrias de cérebro de ratos.  

Aparentemente a técnica foi pouco sensível para o tipo de amostra analisada. 

Embora a presença dos ácidos -cetoglutárico e metilmalônico tenha sido detectável nas 

amostras (resultados não mostrados), as áreas dos picos correspondentes aos ácidos, 

apesar de visíveis, não eram definidas o suficiente para permitir uma quantificação 

confiável dos compostos na faixa de concentração acumulada. 

Assim, decidimos analisar apenas o acúmulo de MMA nas amostras de conteúdo 

intramitocondrial utilizando uma metodologia bem estabelecida para a determinação de 

ácido metilmalônico. Esta metodologia emprega a cromatografia líquida associada à 

espectrometria de massas em série para detecção e quantificação do composto em 

amostras biológicas com alta sensibilidade (Carvalho e Kok, 2008). As análises foram 

realizadas pela equipe do “Instituto Fleury - Medicina e Saúde”, com suporte técnico do 

pesquisador Dr. Valdemir M. Carvalho. 
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Substrates Intramitochondrial [MMA] (mM)

Endogenous 5.86 ± 0.56 

Added glutamate 6.54 ± 0.79

Added -ketoglutarate 6.63 ± 0.57
 

Tabela II - Acúmulo intramitocondrial de MMA após respiração mantida por 

diferentes substratos na presença de MMA.  

Mitocôndrias de cérebro total de rato (2 mg/mL) foram incubadas a 37 °C em meio de reação 

padrão contendo KCl 130 mM, HEPES-K+ 10 mM (pH 7,2), KH2PO4 2 mM, MgCl2 1 mM, EGTA 

200 µM e MMA 2 mM, na presença de substratos endógenos, como também de glutamato 3 

mM ou -cetoglutarato 1,5 mM exógenos. Após 8 min de respiração na presença de ADP 800 

µM, a suspensão mitocondrial foi processada e estocada para posterior detecção e 

quantificação do conteúdo intramitocondrial de MMA por cromatografia líquida acoplada a 

espectrometria de massas em tandem (CL – EM/EM). Dados representam a média ± S.E.M. de 

pelo menos 4 experimentos independentes realizados em duplicata. 

 

Os resultados da Tabela II mostram a estimativa do acúmulo intramitocondrial de 

MMA após incubação de mitocôndrias de cérebro na presença substratos endógenos e 

MMA 2 mM durante 8 minutos. Para a estimativa do acúmulo intramitocondrial, o volume 

de matriz mitocondrial considerado foi 0,9 µL (Brustovetsky et al. 2005). 

Nota-se que as mitocôndrias isoladas de cérebro acumularam aproximadamente 

o triplo da concentração inicial de MMA no meio de reação. Este resultado está de acordo 

com Toyoshima et al. (1995), que mostraram que mitocôndrias de fígado podem captar e 

acumular MMA exógeno, levando a concentrações até 9 vezes mais altas dentro da 

matriz mitocondrial em relação ao ambiente extramitocondrial.  

Outros experimentos foram realizados na presença de MMA em conjunto com 

glutamato 3 mM ou -cetoglutarato 1,5 mM exógenos. A presença de diferentes 
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substratos não alterou significativamente o acúmulo intramitocondrial de MMA. Sabe-se 

que o MMA pode entrar e sair da mitocôndria por três diferentes sistemas de transporte 

mitocondrial (Halperin et al., 1971), permitindo que seja alcançada uma concentração 

intramitocondrial considerável e constante deste metabólito, o que poderia explicar a 

ausência de interferência da adição de substratos exógenos no acúmulo intramitocondrial 

de MMA. Estes achados indicam que as mitocôndrias de cérebro acumulam MMA em 

concentrações que são altas o suficiente para inibir competitivamente a atividade da -

KGDH. 
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4.4. Efeito do tratamento crônico in vivo com MMA em ratos jovens 

Foi previamente descrito que, a administração crônica intraperitoneal de MMA em 

ratos durante seu estágio de vida inicial, compromete o sistema nervoso central destes 

animais, causando deficiências específicas de aprendizagem (Dutra et al., 1991), além de 

causar comprometimento comportamental de grau variado e retardo no desenvolvimento 

neuromotor (de Mello et al., 1996). 

Devido ao fato da grande maioria destes estudos possuir um enfoque 

basicamente comportamental, sugerimos realizar o tratamento in vivo crônico com MMA 

em ratos jovens, utilizando o protocolo experimental já descrito (Wajner et al., 1988), 

apresentando, contudo, uma abordagem relacionada à bioenergética mitocondrial, de 

forma a complementar nossos estudos in vitro. 

Foi realizado um tratamento crônico, com administração intraperitoneal de MMA 

por 16 dias (2x ao dia). Com este tratamento, espera-se alcançar níveis séricos de 2 a 2,5 

mM de MMA, comparáveis àqueles encontrados na acidemia metilmalônica humana 

(Dutra et al., 1991). Após o período de tratamento, animais controles e tratados foram 

sacrificados, sempre dezesseis horas após a última administração de MMA, com o 

objetivo de evitar o efeito direto da presença deste nas organelas isoladas. Em seguida, 

foram realizados o isolamento de mitocôndrias de cérebro e a avaliação do consumo de 

oxigênio mitocondrial na presença de ADP, para se obter o estímulo da respiração pela 

fosforilação oxidativa. 

Houve uma pequena tendência de aumento nas respirações das mitocôndrias 

provenientes dos animais tratados com MMA, quando utilizados como doadores de 

elétrons um coquetel de substratos para o complexo I (malato, glutamato, piruvato e -
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cetoglutarato) e succinato e, quando comparadas às mitocôndrias dos animais controle 

(Fig 11). Quando se utilizou TMPD/ascorbato e glutamato como substratos, houve uma 

tendência da respiração sofrer um pequeno decréscimo. Contudo, nenhuma destas 

diferenças foi significativa. 
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Fig. 11 - Efeito do tratamento crônico in vivo com MMA no consumo de oxigênio por 

mitocôndrias isoladas de cérebro. 

Mitocôndrias isoladas (0,5 mg/mL) de cérebro total de ratos tratados cronicamente com MMA 

foram incubadas a 37 ºC em meio de reação padrão contendo coquetel de substratos do 

complexo I [malato, glutamato, piruvato e -cetoglutarato (Mal + Glut + Pyr + α-KG); 1,25 mM de 

cada]. Outros experimentos foram realizados na presença de succinato 5 mM + rotenona 2 µM 

(Succ + Rot), ou de TMPD 200 µM/ascorbato 1 mM + antimicina 1 µM (TMPD/Asc + AA). Foi 

ainda utilizado glutamato 5 mM como substrato respiratório. Os dados são mostrados como 

valores absolutos de velocidade de consumo de O2 normalizados pela atividade de citrato 

sintase (CS). Dados representam a média ± S.E.M. de pelo menos 4 experimentos 

independentes realizados em duplicata. 
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Os resultados de respiração empregando mitocôndrias de cérebro de ratos 

tratados com MMA in vivo foram normalizados pela atividade da citrato sintase. Esta 

enzima é muito utilizada como marcador do conteúdo e da atividade de mitocôndrias 

intactas (Holloszy et al., 1970; Williams et al., 1986; Hood et al., 1989), devido ao fato de 

ser uma enzima característica de matriz mitocondrial e frequentemente constante em 

tecidos específicos quando expressa por proteína mitocondrial total. Sendo assim, 

analisamos sua atividade em homogenatos e mitocôndrias isoladas de cérebros de ratos 

submetidos ao tratamento in vivo com MMA. Não foi constatada diferença entre a 

atividade da citrato sintase medida nos homogenatos controles 1,35 ± 0,07 U/mg (n=6) e 

tratados 1,34 ± 0,08 U/mg (n=6). Logo, não houve redução ou aumento significativo da 

atividade mitocondrial, que está relacionada ao número de organelas por conta do 

tratamento. A atividade da citrato sintase nas suspensões mitocondriais obtidas de ratos 

controles e tratados com MMA foi de 2,44 ± 0,16 U/mg (n=6) e 2,58 ± 0,84 U/mg (n=6), 

respectivamente. Em adição, as frações mitocondriais controles e tratadas 

corresponderam respectivamente a 0,59 ± 0,10% e 0,56 ± 0,10% da quantidade total em 

proteína dos cérebros dos animais. Estes resultados indicam que as quantidades de 

mitocôndrias obtidas nos isolamentos mitocondrial não foram diferentes entre si, e que 

não houve nenhum tipo de seleção das mitocôndrias durante o procedimento de 

isolamento mitocondrial. 

Conclui-se, portanto, que o tratamento crônico com MMA em ratos jovens não 

resultou em alterações da respiração das organelas. Estes resultados indicam que este 

tratamento crônico com MMA não leva a alterações permanentes da função mitocondrial, 

relacionadas à estrutura da organela e que os efeitos na bioenergética mitocondrial 

dependem da presença do MMA no ambiente mitocondrial para ocorrerem. 
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Os resultados sobre o efeito inibitório de MMA no metabolismo oxidativo de 

glutamato e sobre o tratamento crônico in vivo com MMA fazem parte do artigo 

“Methylmalonate impairs mitochondrial respiration supported by NADH-linked 

substrates: The involvement of mitochondrial glutamate metabolism”, de autoria de 

D.R. Melo, S.R. Mirandola, N.A. Assunção, R.F. Castilho, publicado na revista Journal of 

Neuroscience Research (2012; doi: 10.1002/jnr.23020). 

 

4.5. Inibição por MMA da respiração por fragmentos de cérebro de rato (modelo in 

situ) 

Como complementação aos estudos in vitro e in vivo empregando-se 

mitocôndrias isoladas de cérebro de rato, caracterizamos o comprometimento do 

metabolismo oxidativo neuronal pelo MMA, em um sistema in situ de maior complexidade 

constituído por fragmentos de tecido (~1 x 1 mm) de cérebro de rato. 

Foram realizados experimentos de consumo de oxigênio medindo-se 

simultaneamente a respiração de amostras controle e tratadas com MMA 10 mM, em 

meio HBSS (glicose 1 g/L), suplementado ou não com malato 5 mM. Na situação controle, 

o fluxo de consumo de oxigênio se manteve estável ao longo do tempo (Fig 12a). Na 

presença de MMA, que foi adicionado ao experimento cerca de 10 minutos após seu 

início, ocorreu um aumento transitório no fluxo de oxigênio (Fig 12b), estabilizando-se 

após alguns minutos. Deste modo, a respiração de repouso não foi afetada pela presença 

do MMA. O meio de reação foi reoxigenado e em seguida o estímulo máximo da 

respiração no tecido cerebral foi obtido através da adição de FCCP 250 M, em torno de 1 

hora e 40 minutos de experimento. 
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Fig. 12 - Efeito de MMA no consumo de oxigênio por fragmentos de tecido de cérebro de 

rato. 

Grupos de 4 fragmentos de cérebro de rato, pesando cerca de 6 mg, e medindo 

aproximadamente 1 x 1 mm, cada fragmento, foram incubados a 37 ºC em meio de reação 

composto por solução salina balanceada de Hank contendo HEPES 20 mM (HBSS, glicose 1 

g/L) sob constante agitação. Os ensaios de respiração foram conduzidos na presença ou 

ausência de malato 5 mM, e as situações controle e tratada (MMA 10 mM) foram 

acompanhadas simultaneamente durante o experimento. Painel a: Representação de consumo 

de oxigênio por fragmentos cerebrais. Onde indicado pela seta, FCCP 250 M foi adicionado, 

alcançando o máximo estímulo da respiração. Painel b: Respiração tecidual na presença de 

MMA 10 mM, adicionado onde indicado pela seta. Painel c: Fluxo de oxigênio nas diferentes 

condições propostas, com valores expressos como razão (FFCCP/FBASAL). Dados representam a 

média ± S.E.M. de pelo menos 5 experimentos independentes realizados em duplicata. 

*Significativamente diferente de seu respectivo controle, p<0,05. #Significativamente diferente 

de MMA na ausência de malato, p<0,05. 

 

Após o desacoplamento da respiração, observa-se que o MMA causou uma 

inibição tardia de aproximadamente 23% no fluxo de oxigênio em relação à situação 

controle, podendo indicar uma menor atividade de componentes da cadeia respiratória ou 

diminuição no fornecimento de substratos para a oxidação aeróbica. Notadamente, a 

utilização do malato como substrato reverteu parcialmente o efeito inibitório do MMA no 

fluxo de oxigênio (Fig 12c), suportando a ideia de que o MMA limita a disponibilidade de 

substratos para a mitocôndria. Nesta condição, a inibição do fluxo pelo MMA foi de 13%. 

Não houve diferença entre os fluxos de oxigênio nas situações controle, em presença ou 

ausência de malato. 

Os resultados sobre o efeito inibitório de MMA na respiração por fragmentos de 

cérebro de rato fazem parte do artigo “Mitochondrial energy metabolism in 

neurodegeneration associated with methylmalonic acidemia”, de autoria de D.R. 

Melo, A.J. Kowaltowski, M. Wajner e R.F. Castilho, publicado na revista Journal of 

Bioenergetics and Biomembranes (volume 43, páginas 39-46, 2011). 
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4.6. Toxicidade de MMA em linhagem tumoral de células neuronais (PC12) 

Além do modelo in situ (fragmentos de cérebro de rato), a avaliação do 

comprometimento do metabolismo oxidativo neuronal pelo MMA foi realizada por meio da 

investigação do efeito citotóxico do MMA em linhagens celulares neuronais e gliais. 

Empregando-se células PC12, linhagem neuroendócrina derivada de um tumor 

das células cromafins da medula adrenal de rato (feocromocitoma), nosso grupo já havia 

demonstrado anteriormente que o MMA provoca morte celular por induzir a transição de 

permeabilidade mitocondrial (TPM) (Maciel et al., 2004). 

Deste modo, com o objetivo de melhor compreender a toxicicidade do MMA 

neste modelo neural clássico, bem como as alterações do metabolismo oxidativo 

mitocondrial que antecedem o processo de morte celular, o efeito do MMA nas células 

PC12 foi estudado. 

Os resultados da figura 13 mostram o número total de células PC12 que 

permaneceram viáveis após incubação em situação controle ou tratada com MMA 10 mM, 

durante 3, 7, 15 e 24 horas em meio DMEM suplementado apenas com HEPES, sem 

presença de soros equino e bovino. Após 3 horas de tratamento, a quantidade de células 

encontrada foi de aproximadamente 150.000 e 140.000 células/cm2 respectivamente para 

as condições controle e tratada, com aumento de aproximadamente 45.000 células/cm2 

em relação à quantidade de células plaqueadas (100.000 células/cm2) 24 horas antes do 

início do experimento. Nas 4 horas seguintes, as células continuaram em multiplicação, 

independentemente da condição estabelecida. O número de células viáveis na situação 

controle permaneceu estável no tempo de 15 horas em relação ao tempo anterior (7 

horas). Já na presença de MMA houve uma tendência à diminuição na quantidade de 
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células viáveis em relação à situação controle, entretanto não significativa. O tratamento 

com MMA no tempo final de 24 horas resultou em diminuição significativa da viabilidade 

celular em relação às células controle incubadas por 24 horas, como evidenciado na 

figura 13. 
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Fig. 13 - Efeito de MMA na viabilidade de células PC12. 

Células PC12 (1 × 106 ) foram dispostas em placas de 9,2 cm2 em meio DMEM contendo fenol e 

4,5 g/L de glicose. O meio foi suplementado com soro equino a 10%, soro fetal bovino a 5% e 

1% de antibiótico (penicilina/estreptomicina), durante 24 horas a 37°C e CO2 a 5%. 

Posteriormente, o meio foi substituído por meio DMEM (4,5 g/L de glicose) suplementado 

apenas com HEPES 20 mM (pH 7,2), e as células foram incubadas com MMA 10 mM durante 3, 

7, 15 ou 24 horas. Na figura são mostrados os valores absolutos de células viáveis encontrados 

nas situações controle e tratada com MMA nos tempos determinados, após contagem em 

câmara de Neubauer com azul de tripan a 0,1 % em PBS. Na figura, os valores representam a 

média ± S.E.M de pelo menos 4 experimentos independentes. #Significativamente diferente do 

respectivo controle, p<0,05. 
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Logo após a verificação do tempo máximo da manutenção de viabilidade das 

células PC12 frente ao tratamento com MMA, a situação dos parâmetros mitocondriais foi 

examinada nas células PC12 intactas incubadas com MMA. 

Para a estimativa do potencial de membrana mitocondrial em células PC12 

intactas, optou-se pela utilização do tempo fixo de 15 horas de incubação com MMA, por 

ser o tempo limite entre a manutenção e decréscimo da viabilidade celular. Neste tempo, 

poderia ser detectada alguma alteração precoce no potencial de membrana mitocondrial, 

que antecedesse as alterações já relacionadas aos eventos de morte celular. 

O marcador fluorescente, catiônico e lipofílico DiOC6(3), foi utilizado nas 

determinações do potencial de membrana mitocondrial nas células PC12 por citometria de 

fluxo (Shapiro, 2000). Este marcador liga-se a membranas lipídicas que apresentam 

diferença de potencial elétrico e quando em concentrações não-saturantes liga-se 

preferencialmente às membranas mitocondriais, devido à maior magnitude de seu 

potencial elétrico (-180 mV), quando comparado ao potencial da membrana plasmática (-

60 mV) (Campos et al, 2004). Primeiramente foi realizada uma titulação prévia de 

DiOC6(3) para se determinar a concentração do marcador a ser empregada nos 

experimentos. De acordo com o protocolo estabelecido por Rottemberg e Wu (1998) e 

Campos et al. (2004) encontrou-se que, para células PC12, a concentração ideal de 

DiOC6(3) a ser utilizada é de 3 nM (resultados não mostrados). 

A figura 14a mostra a fluorescência do marcador obtida nas diferentes condições 

testadas: células em presença apenas de DiOC6(3), na presença do marcador em 

associação com oligomicina, ou em associação com o desacoplador CCCP. Nota-se que 

na presença apenas de oligomicina, houve um esperado aumento na fluorescência de 

DiOC6(3) pelo acréscimo no potencial de membrana mitocondrial devido à inibição da 
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ATP-sintase pela oligomicina. Já o CCCP, na presença de oligomicina ou não, causou 

diminuição na fluorescência do corante pela dissipação do potencial de membrana nas 

situações controle e tratada com MMA. 
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Fig. 14 - Efeito de MMA no potencial de membrana mitocondrial de células PC12 intactas. 

Células PC12 (1 × 106) mantidas em placas de 9,2 cm2 foram incubadas em meio DMEM 

suplementado com HEPES 20 mM (pH 7,2) na ausência ou presença de MMA 10 mM durante 

15 horas a 37°C e CO2 a 5%. Posteriormente, as células foram incubadas em meio contendo 

DiOC6(3) 3 nM e 80 U/mL de DNAse na ausência (basal) ou presença de oligomicina 2 µg/mL 

(Oligo); CCCP 50 µM (CCCP) ou oligomicina juntamente com CCCP (Oligo + CCCP) nas 

situações controle e tratada com MMA 10 mM. As suspensões celulares foram mantidas sob 

agitação constante, a 25°C e protegidas da luz durante 40 minutos e em seguida avaliadas por 

citometria de fluxo. Painel a: Intensidade de fluorescência de DiOC6(3) nas células PC12 nas 

situações indicadas. Painel b: Razão entre a maior taxa de fluorescência encontrada (Foligo) 

pela correspondente na presença de CCCP (Foligo + CCCP), como um parâmetro de estimativa do 

potencial de membrana mitocondrial. Na figura, os valores representam a média ± S.E.M de 6 

experimentos independentes. 
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A razão da fluorescência do DiOC6(3) pela fluorescência do DiOC6(3) + CCCP 

corresponde proporcionalmente ao potencial de membrana mitocondrial (Rottemberg e 

Wu, 1998). Neste caso, devido à maior fluorescência do DiOC6(3) na presença de 

oligomicina, a razão da fluorescência nesta condição pela fluorescência do DiOC6(3) em 

conjunto com oligomicina e CCCP (figura 14b) foi considerada para a medida da 

amplitude do potencial de membrana mitocondrial. 

Os resultados da figura 14b mostram que não houve diferença significativa entre 

as razões de fluorescência nas situações testadas, indicando que o MMA não causou 

alteração nos potenciais de membrana das mitocôndrias de células controle e tratadas 

com MMA. 

Em seguida, foi estabelecida pelo nosso grupo uma metodologia específica para 

a determinação do potencial elétrico de membrana mitocondrial (∆Ψ) em células PC12 

permeabilizadas, para que posteriormente o efeito do MMA fosse avaliado no potencial de 

membrana destas células. Esta metodologia faz parte de um capítulo intitulado 

“Safranine as a Fluorescent Probe for the Evaluation of Mitochondrial Membrane 

Potencial in Isolated Organelles and Permeabilized Cells”, de autoria de T.R. Figueira, 

D.R. Melo, A.E. Vercesi, R.F. Castilho, publicado no número “Mitochondrial Bioenergetics: 

Methods and Protocols” da série “Methods in Molecular Biology” (volume 810, páginas 

103-117, 2012). 

Os experimentos para calibração do potencial de membrana foram realizados 

com 4 concentrações diferentes de células (0,5; 1; 4 e 12 × 106 /mL), a 28ºC em meio de 

reação padrão livre de K+ (pH 7,2), na presença de 9,7 mM de coquetel de substratos 

para o complexo I e da concentração fixa de 5 µM de safranina. Esta concentração foi 
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escolhida a partir de padronização prévia com mitocôndrias isoladas de fígado de rato 

(Figueira et al., 2012).  

Após a adição das células, houve uma diminuição na fluorescência da 

suspensão, proporcional à captação mitocondrial da safranina, acumulada ou ligada à 

face interna da membrana interna, representando o estabelecimento do potencial de 

membrana mitocondrial. Seguidamente, foi adicionada a valinomicina 40 g/mL, ionóforo 

que apresenta maior afinidade pelo K+, permitindo a calibração do potencial de membrana 

pela adição de concentrações conhecidas de K+. Foi então realizada a calibração por 

meio de adições sucessivas e crescentes de K+, resultando na liberação da safranina no 

meio de reação, com concomitante aumento da fluorescência e decréscimo do potencial 

de membrana até o seu total colapso pela adição de FCCP 0,5 µM (Fig. 15a). 

Para validação de nossas determinações de ∆Ψ em células permeabilizadas, 

foram também realizados experimentos acompanhando-se o potencial de membrana com 

a adição de ADP 400 µM, que causou diminuição do ∆Ψ (Fig. 15b). O potencial foi 

totalmente reestabelecido, pela adição de carboxiatractilosídeo (CAT) 10 µM, um inibidor 

do translocador de nucleotídeos de adenina (ANT). Por fim, a adição de FCCP causou o 

colapso do potencial de membrana. 

Os valores de potencial de membrana após cada adição de K+ foram 

posteriormente calculados, utilizando-se a equação de Nernst e a curva de calibração foi 

montada. Em seguida, ∆F/F foi plotado em função do potencial e, posteriormente, os 

dados foram ajustados por uma função polinomial (Fig. 15c). Nestes experimentos, 

consideramos “F” como a fluorescência apresentada pela safranina após a adição de 

FCCP, enquanto “∆F” foi considerado F menos a fluorescência apresentada após cada 
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adição de K+. A concentração de 4 × 106 células/mL foi a que apresentou melhor relação 

entre os potenciais de membrana e as diferenças de fluorescência obtidas, 

correspondentes às sucessivas adições de K+. Com esta concentração de células 

obtivemos uma curva de calibração com um perfil mais próximo ao linear. 

0

10

20

30

40

50

0 10 20 30

K+

FCCP

PC12

S
af

ra
ni

ne
 fl

uo
re

sc
en

ce
 (

a.
u.

)

Time (min)

V
al

60 80 100 120 140 160
0.00

0.15

0.30

0.45

0.60

0.75

0.90
x

number of cells  
0.5 × 106

   1 × 106

   4 × 106

 12 × 106

 

 ∆Ψ (-mV)

∆
F

/F

x

x

x

a b

c

0 4 8 12
0

10

20

30

40

50

 
S

af
ra

ni
ne

 fl
uo

re
sc

en
ce

 (
a.

u.
)

Time (min)

ADP
CAT

FCCPPC12

 



105 

 

Fig 15 – Avaliação do uso de safranina para a estimativa de potencial de membrana 

mitocondrial em células PC12 permeabilizadas. 

Células PC12 (painéis a e b: 4 × 106 /mL; c: 0,5 a 12 × 106 /mL) foram incubadas a 28ºC em 

meio de reação livre de K+ e constituído por sacarose 250 mM, EGTA 200 µM, BSA 1 mg/mL, 

Na2HPO4 2 mM, MgCl2 1 mM e HEPES-Na+ 10 mM (pH 7,2), na presença de safranina 5 µM, 

digitonina 40 µM e de um coquetel de substratos para o complexo I (malato 3,4 mM, glutamato 

2,1 mM, piruvato 2,1 mM e -cetoglutarato 1,86 mM) totalizando 9,7 mM. Painel a: Figura 

representativa do aumento da fluorescência, com perda de potencial em decorrência de adições 

crescentes de K+ (3 adições de 375 µM, 4 adições de 500 µM e 7 adições de 750 µM), 

sequencialmente totalizando 8,375 mM. Valinomicina (Val) 40 ng/mL e FCCP 0,5 µM foram 

adicionados onde indicado na figura. Painel b: Representação do efeito de ADP 400 µM, 

carboxiatractilosídeo (CAT) 10 µM e FCCP 1 µM no potencial de membrana mitocondrial 

mantido por células PC12. Painel c: Representação do melhor ajuste de ∆Ψ × F/F para as 

diferentes concentrações de PC12 utilizadas, com X correspondendo ao valor encontrado de 

potencial de membrana para cada condição antes da adição de K+. Os dados foram ajustados 

por uma função polinomial de 2ª (0,5 × 106 células/mL) e 3ª ordem (1; 4 e 12 × 106 células/mL). 

Os resultados são representativos de 4 experimentos realizados em duplicata. a.u.: Unidades 

arbitrárias de fluorescência, F: fluorescência na presença de FCCP. F: F menos a 

fluorescência apresentada após cada adição de K+. 

 

Nota-se que com a concentração de 4 × 106 células/mL observou-se um boa 

resposta tanto para valores mais baixos (60 mV - 100 mV) como para altos (> 140 mV) de 

potencial de membrana. Estes resultados não só estabelecem uma metodologia prática e 

quantitativa para se estimar ∆Ψ em suspensões de linhagens de células neuronais, como 

demonstram também, a grande importância de se determinar condições experimentais 

adequadas para a medida do mesmo. 

Pelo fato de não ter sido observada nenhuma alteração no potencial de 

membrana mitocondrial em células intactas por meio da citometria de fluxo, decidimos 

avaliar o ∆Ψ empregando o método da safranina O estabelecido para células PC12 

permeabilizadas com digitonina após um tempo de exposição ao MMA de 7 horas. 
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As relações entre os potenciais de membrana e as diferenças de fluorescência 

obtidas, correspondentes às sucessivas adições de K+ para as situações controle e 

tratada com MMA, indicaram perfis bastante semelhantes e próximos ao linear (figura 

16a). Os valores absolutos de potencial de membrana mitocondrial de repouso estimados 

após o ajuste pela equação polinomial apresentam-se muito similares (figura 16b), 

indicando que o tratamento com MMA durante 7 horas não foi suficiente para alterar o 

potencial de membrana mitocondrial de repouso em células PC12 permeabilizadas. 
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Fig 16 – Efeito de MMA no potencial de membrana mitocondrial de células PC12 

permeabilizadas. 

Células PC12 (4 × 106) mantidas em placas de 22,1 cm2 foram incubadas em 4 mL de meio 

DMEM suplementado com HEPES 20 mM (pH 7,2) em situações controle e tratada com MMA 

10 mM durante 7 horas. Posteriormente, as células foram ressuspendidas e incubadas (4 × 

106/mL) a 28°C em meio de reação livre de K+ constituído por sacarose 250 mM, EGTA 200 µM, 

BSA 1 mg/mL, Na2HPO4 2 mM, MgCl2 1 mM e HEPES-Na+ 10 mM (pH 7,2), na presença de 

safranina 5 µM, digitonina 40 µM e de coquetel de substratos para o complexo I (malato 3,4 

mM, glutamato 2,1 mM, piruvato 2,1 mM e -cetoglutarato 1,86 mM) totalizando 9,46 mM. 

Painel a: Representação do melhor ajuste de ∆Ψ × F/F para as condições controle e tratada 

com MMA 10 mM, onde X corresponde ao valor encontrado de potencial de membrana para 

cada condição antes da adição de K+. Painel b: Valores aproximados de potencial de 

membrana encontrados para as situações controle e tratada com MMA 10 mM, anteriormente à 

primeira adição de K+. Os dados foram ajustados por uma função polinomial de 3ª ordem. Os 

resultados são representativos de 4 experimentos independentes realizados em duplicata. F: 

fluorescência na presença de FCCP, F: F menos a fluorescência apresentada após cada 

adição de K+. 
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Anteriormente, mostramos que o efeito inibitório de MMA no consumo de 

oxigênio por fragmentos de cérebro de rato foi parcialmente revertido por malato. Os 

experimentos das figuras 17 e 18 tiveram como objetivo comparar os resultados obtidos 

com fragmentos de cérebro com experimentos utilizando células PC12. Além disso, em 

determinadas situações, as medidas de consumo de oxigênio são mais sensíveis que 

determinações de potencial de membrana mitocondrial (Kowaltowski et al, 2002), o que 

poderia evidenciar pequenas alterações mitocondriais existentes nas células PC12 

tratadas com MMA, que não puderam ser notadas quando o ∆Ψ foi investigado. 

Para a avaliação da respiração por mitocôndrias de células intactas, os 

experimentos foram realizados dentro dos mesmos parâmetros experimentais utilizados 

para avaliação do potencial de membrana mitocondrial, com exceção do uso da 

digitonina, que neste caso foi suprimido. A respiração das suspensões celulares controle 

e tratada com MMA 10 mM durante 7 horas foi medida simultaneamente, em meio de 

reação livre de K+ na presença de um coquetel de substratos para o complexo I. Na 

situação controle, a inibição da ATP-sintase pela adição de oligomicina 1 µg/mL diminuiu 

o fluxo de oxigênio em cerca de 25% em relação a respiração de repouso (Fig. 17). 

O tratamento com MMA diminuiu significativamente o fluxo de oxigênio em 14% 

em relação a situação controle, em presença de oligomicina. A adição de FCCP após 12 

min estimulou a respiração em aproximadamente 35% em relação à condição controle em 

presença de oligomicina. Novamente, em presença de MMA foi notada uma inibição 

significativa de 15% no fluxo de oxigênio na situação de respiração desacoplada, como 

evidenciado na figura 17. 
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Fig. 17 - Efeito de MMA no consumo de oxigênio por células PC12 intactas. 

Células PC12 (4 × 106) foram incubadas em placas de 22,1 cm2 em 4 mL de meio DMEM 

suplementado com HEPES 20 mM (pH 7,2) em situações controle e tratada com MMA 10 mM 

durante 7 horas. Posteriormente, as células (2 × 106 /mL) foram incubadas a 28°C, sob agitação 

constante de 200 rpm em 2 mL de meio de reação livre de K+ constituído por sacarose 250 mM, 

EGTA 200 µM, BSA 1 mg/mL, Na2HPO4 2 mM, MgCl2 1 mM e HEPES-Na+ 10 mM (pH 7,2), na 

presença de um coquetel de substratos para o complexo I (malato 3,4 mM, glutamato 2,1 mM, 

piruvato 2,1 mM e -cetoglutarato 1,86 mM) totalizando 9,46 mM. Experimentos nas condições 

controle e em presença de MMA 10 mM foram conduzidos em paralelo e as câmaras foram 

mantidas sempre fechadas. Os resultados representam os valores absolutos dos fluxos de 

oxigênio observados após a adição de oligomicina 1 µg/mL e FCCP 20 nM nas diferentes 

situações. Dados representam a média ± S.E.M. de 3 experimentos independentes. 
#Significativamente diferente do respectivo controle, p<0,05. 
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Em seguida, acompanharam-se as medidas de respiração por mitocôndrias de 

células PC12 permeabilizadas com digitonina após tratamento com MMA 10 mM, 

empregando-se os mesmos parâmetros experimentais utilizados nos experimentos de 

determinação de ∆Ψ em PC12 permeabilizadas. O fluxo de consumo de oxigênio inicial se 

manteve estável ao longo do tempo (Fig. 18a) e foi bastante semelhante para as duas 

situações (6,4 pmol × 106 céls-1 × seg-1). A presença de ADP 400 µM, que foi adicionado 

ao experimento aproximadamente 15 minutos após seu início, causou um aumento 

considerável no fluxo de oxigênio nas duas situações testadas e que permaneceu estável 

até a adição de FCCP 80 nM. Na presença deste, o estímulo máximo da respiração foi 

obtido, alcançando aproximadamente 18,5 pmol × 106 céls-1 × seg-1 para as duas 

situações (Fig. 18b), sendo que não houve diferença significativa entre as células controle 

e tratadas com MMA, contrastando com o efeito inibitório observado na Figura 17. 

De modo interessante, o efeito inibitório do MMA observado anteriormente na 

respiração mitocondrial por células PC12 intactas foi perdido após a permeabilização das 

mesmas. Este efeito sugere que ao se excluir o bloqueio representado pela membrana 

plasmática, por meio do uso da digitonina, promoveu-se um aumento da disponibilidade 

de substratos para as mitocôndrias no meio de reação, minimizando o efeito do MMA. 

Estes resultados estão de acordo a Figura 11, na qual foi mostrado que o efeito inibitório 

de MMA no consumo de oxigênio por fragmentos de cérebro de rato é parcialmente 

revertido pela suplementação do meio de reação com malato. Isto confirma a 

possibilidade de que o comprometimento do metabolismo energético neuronal pelo MMA 

está associado a um suprimento diminuído de substratos para oxidação mitocondrial. 

Não foi constatada diferença na atividade de citrato sintase entre as células 

controle e tratadas com MMA 10 mM (resultados não mostrados). 



111 

 

Bas
al

40
0 µ

M A
DP

80
 n

M F
CCP

0

5

10

15

20

25

O
2 
flo

w
 p

er
 c

el
ls

 (
pm

ol
 · 

10
6  · 

se
c-1

) 

 Control
 10 mM MMA

Range [h:min]: 0:40
0:400:330:260:200:130:060:00

O
2 

C
o

n
ce

n
tr

at
io

n
 (B

) [
n

m
o

l/m
l]

250

200

150

100

50

0 O
2 

F
lo

w
 p

er
 c

el
ls

 (B
) [

p
m

o
l/(

s*
M

ill
)]50

40

30

20

10

0

PC12 ADP FCCP

Range [h:min]: 0:40
0:400:330:260:200:130:060:00

O
2 

C
o

n
ce

n
tr

at
io

n
 (A

) [
n

m
o

l/m
l]

250

200

150

100

50

0 O
2 

F
lo

w
 p

er
 c

el
ls

 (A
) [

p
m

o
l/(

s*
M

ill
)]50

40

30

20

10

0

PC12 ADP FCCP

a

b

Control

10 mM MMA

PC12 ADP FCCP

PC12 ADP FCCP

 



112 

 

Fig. 18 - Efeito de MMA no consumo de oxigênio por células PC12 permeabilizadas. 

Células PC12 (1 × 106) foram incubadas em placas de 22,1 cm2 em meio DMEM suplementado 

com HEPES 20 mM (pH 7,2) em situações controle e tratada com MMA 10 mM durante 7 horas. 

Posteriormente, as células (2 × 106 /mL) foram incubadas a 28°C, sob agitação constante de 

200 rpm em 2 mL de meio de reação livre de K+ constituído por sacarose 250 mM, EGTA 200 

µM, BSA 1 mg/mL, Na2HPO4 2 mM, MgCl2 1 mM e HEPES-Na+ 10 mM (pH 7,2), na presença 

de digitonina 40 µM e de um coquetel de substratos para o complexo I (malato 3,4 mM, 

glutamato 2,1 mM, piruvato 2,1 mM e -cetoglutarato 1,86 mM) totalizando 9,46 mM. 

Experimentos nas condições controle e em presença de MMA 10 mM foram conduzidos em 

paralelo e as câmaras foram mantidas sempre fechadas. Painel a: Resultados representativos 

das medidas de concentração (azul) e fluxo (vermelho) de oxigênio por células permeabilizadas 

sob condições controle e tratada com MMA. Onde indicado, ADP 400 µM foi adicionado para 

estimular a respiração pela fosforilação oxidativa e FCCP 80 nM foi adicionado para atingir a 

máxima velocidade de respiração. Painel b: Valores absolutos dos fluxos de oxigênio 

observados nas diferentes condições experimentais. Dados representam a média ± S.E.M. de 3 

experimentos independentes. 

 

4.7. Efeito de MMA na viabilidade e morfologia de células gliais 

Considerando que os estudos já publicados apenas abordaram o efeito de MMA 

em culturas primárias de neurônios (McLaughlin et al., 1998; Okun et al., 2002) ou 

linhagens de origem neuronal (Maciel et al., 2004; Kowaltowski et al., 2006; Figs 13, 14 e 

16-18 desta Tese), decidimos investigar se haveria a possibilidade de o MMA atuar 

prejudicando o metabolismo energético mitocondrial de células gliais. Para tanto, 

utilizamos inicialmente como modelo de estudo a linhagem U-87MG, derivada de células 

de glioblastoma humano. 

Essencialmente, avaliamos a viabilidade destas células após tratamento com 

MMA 10 mM durante 3, 24 e 48 horas, utilizando 2 métodos diferentes: a contagem das 

células inviáveis coradas pelo azul de tripan (Fig. 19a) e a densidade óptica do formazan 

produzido nas células viáveis pelo método colorimétrico do MTT (Fig. 19b). Quando 

medida pelo método da contagem no azul de tripan, houve uma tendência de diminuição 
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da viabilidade na situação tratada com MMA 10 mM, ainda que não significativa (Fig. 

19a), nos 3 diferentes tempos de tratamento. Já pelo método do MTT, esta tendência 

permaneceu apenas no tempo mais longo de tratamento (48h) (Fig. 19b). 
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Fig. 19 - Efeito de MMA na viabilidade de células U-87MG. 

Células U-87MG (0,5 × 106) foram dispostas em placas de 9,2 cm2 com 2 mL de meio DMEM 

contendo fenol e 2 g/L de glicose. O meio foi suplementado com soro fetal bovino a 10% e 1% 

de antibiótico (penicilina/estreptomicina), durante 24 horas a 37°C e CO2 a 5%. Posteriormente, 

o meio foi renovado e suplementado ainda com HEPES 20 mM (pH 7,2), para incubação das 

células com MMA 10 mM durante 3, 24 e 48 horas. Painel a: Valores absolutos do número de 

células viáveis encontrados nas situações controle e tratada com MMA nos tempos 

determinados, após contagem em câmara de Neubauer com azul de tripan a 0,1 % em PBS. 

Painel b: valores de absorbância do azul de formazan, originado na reação do MTT, 

corespondente à viabilidade celular das células U-87MG nas diferentes situações. Os dados 

representam a média ± S.E.M de pelo menos 4 experimentos independentes. 
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A ausência de efeito citotóxico do MMA na linhagem glial tumoral U-87MG, bem 

como as sutis alterações promovidas pelo MMA na linhagem neuronal tumoral PC12, 

indicam a possibilidade de menor sensibilidade das células tumorais frente à toxicidade 

promovida pelo tratamento com MMA. A resistência de células de origem tumoral ao 

MMA pode se dever ao fato de que estas células apresentam um metabolismo 

predominante glicolítico.  

Portanto, para dar continuidade ao estudo, foi estabelecida uma cultura primária 

de astrócitos provenientes de cérebro total de ratos neonatos com 2 dias de idade. 

Após o tratamento de astrócitos com MMA 10 mM durante 3, 24 e 48h a 

viabilidade celular foi avaliada. Quando medida pelo método do azul de Tripan, uma 

diminuição significativa da viabilidade foi observada nos 3 tempos de tratamento (Fig. 

20a), enquanto o método do MTT não detectou nem mesmo uma tendência de diminuição 

na viabilidade das células tratadas com MMA (Fig. 20b). Estes resultados contraditórios 

podem ser explicados pelo tipo do método utilizado para se medir a viabilidade celular. 

Possivelmente, as células astrócitárias primárias são prejudicadas de alguma 

forma pelo MMA, talvez até por inibição da atividade da -cetoglutarato desidrogenase, e 

o atrito mecânico proporcionado pelo método do azul de Tripan faz com que estas células, 

já sensibilizadas, sejam rompidas com maior facilidade e terminem inviáveis. 
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Fig. 20 - Efeito de MMA na viabilidade de astrócitos primários. 

Astrócitos primários (0.6 × 106) provenientes de ratos neonatos (2d) foram dispostos em placas 

de 9,2 cm2 com 2 mL de meio DMEM contendo fenol e 2 g/L de glicose. O meio foi 

suplementado com soro fetal bovino a 10% e 1% de antibiótico (penicilina/estreptomicina), 

durante 24 horas a 37°C e CO2 a 5%. Posteriormente, o meio foi renovado e suplementado 

ainda com HEPES 20 mM (pH 7,2), para incubação das células com MMA 10 mM durante 3, 24 

e 48 horas. Painel a: Valores absolutos do número de células viáveis encontrados nas 

situações controle e tratada com MMA nos tempos determinados, após contagem em câmara 

de Neubauer com azul de tripan a 0,1 % em PBS. Painel b: valores de absorbância do azul de 

formazan, originado na reação do MTT, correspondente à viabilidade celular das células U-

87MG nas diferentes situações. Os dados representam a média ± S.E.M de pelo menos 4 

experimentos independentes. *Significativamente diferente de seu respectivo controle (tempo 

0h), p<0,01. 
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A sensibilidade dos astrócitos primários aos efeitos da incubação com MMA 

também pode ser evidenciada na Figura 21. 
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Fig. 21 - Efeito de MMA na morfologia e área de astrócitos primários. 

Astrócitos primários (0.3 × 106/mL) provenientes de ratos neonatos (2d) foram dispostos em 

placas de 9,2 cm2 com 2 mL de meio DMEM contendo fenol e 2 g/L de glicose. O meio foi 

suplementado com soro fetal bovino a 10% e 1% de antibiótico (penicilina/estreptomicina), e as 

células mantidas durante 24 horas a 37°C e CO2 a 5%. Posteriormente, o meio foi renovado e 

suplementado ainda com HEPES 20 mM (pH 7,2), para incubação das células com MMA 10 

mM durante 48 horas. Em seguida, os estudos morfológicos foram realizados utilizando-se o 

contraste de fase óptico e as células foram fotografadas nos tempos: 0h e 48h na situação 

controle ou após tratamento com MMA 10 mM. As imagens originais foram ajustadas 

aumentando-se o contraste. *Significativamente diferente de CT, p<0,01. 
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Pode-se notar que após o tratamento com MMA 10 mM a morfologia dos 

astrócitos apresenta-se retraída e com bordas mais espiculadas em relação às células 

controle (Fig 21). Quando a área destas células foi medida, observou-se uma diminuição 

de quase 30% em relação à situação controle, o que pode representar ainda, uma perda 

de até 40% em termos de volume celular. 

A diferença de sensibilidade encontrada em células tumorais e primárias pode 

recair sobre o perfil metabólico de cada um destes tipos celulares (Koppenol et al., 2011). 

As células tumorais possuem um perfil altamente glicolítico, produzindo a maior parte de 

sua energia pela glicólise seguida pela fermentação lática. Já as células primárias 

possuem uma dependência menor em relação à glicólise, porque a geração de energia 

após este passo ocorre pela oxidação do piruvato, processo mais eficiente. Entretanto, 

como este processo é dependente do metabolismo oxidativo para ocorrer, o 

comprometimento do metabolismo energético mitocondrial induzido pelo MMA é suficiente 

para danificar estas células. No entanto, o mesmo efeito do MMA possivelmente não 

possa ser evidenciado em células tumorais devido à menor dependência destas células 

em relação ao metabolismo oxidativo mitocondrial, o que explicaria a menor sensibilidade 

destas células frente aos efeitos deletérios do MMA. 

4.8. Efeito de MMA na produção mitocondrial de espécies reativas de oxigênio 

(EROs) 

Estudamos ainda se o prejuízo causado pelo MMA no metabolismo neuronal 

poderia estar associado, além dos fatores acima citados, a um aumento na produção 

mitocondrial de espécies reativas de oxigênio (EROs). 
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Sabe-se que condições patológicas que levam a baixas taxas respiratórias, 

frequentemente são acompanhadas por uma produção aumentada de EROs (Sousa e 

Castilho, 2005). Tal produção constitui um evento importante na patogênese de muitas 

doenças neurodegenerativas (Betarbet et al., 2000), principalmente devido às altas taxas 

metabólicas e a capacidade relativamente reduzida de regeneração celular apresentada 

pelo cérebro, quando comparado a outros órgãos sendo, portanto, mais suscetível aos 

efeitos danosos de EROs (Andersen, 2004). 

Em nossos primeiros resultados sobre o efeito de MMA na respiração de 

mitocôndrias isoladas, o MMA mostrou ser um potente inibidor da respiração mitocondrial 

mantida por succinato (Fig. 2). Com o objetivo de avaliarmos se tal alteração pode ser 

acompanhada de uma produção aumentada de EROs, realizamos ensaios in vitro para 

detecção de resofurina, produto fluorescente da reação de peróxido de hidrogênio 

liberado pela mitocôndria com o marcador não-fluorescente Amplex Red na presença de 

HRP (peroxidase de raiz forte, tipo VI-A). As medidas foram realizadas em três condições 

experimentais diferentes: presença de substratos para o complexo I da cadeia 

respiratória, succinato em conjunto com rotenona e succinato sem rotenona, nas 

situações controle e na presença de MMA 10 mM, com e sem ADP (Figura 22). 

Na condição mantida por substratos para o complexo I da cadeia respiratória, a 

produção de EROs foi pouco expressiva e, na presença de ADP, decaiu para níveis ainda 

mais baixos, tanto na situação controle como também no tratamento com MMA 10 mM. 

Entretanto, este não alterou a produção de EROs em ambas condições (com e sem ADP) 

(Figura 22). 

O succinato por sua vez, promoveu uma elevada produção de EROs, 

possivelmente porque na situação de falta de ADP, os elétrons provenientes da 



119 

 

metabolização de succinato podem fluir reversamente para o complexo I, com 

consequente aumento dos níveis de EROs (Kowaltowski et al, 2009). Estes foram 

posteriormente diminuídos em cerca de 15 vezes pela adição de ADP, por levar a 

depleção do gradiente de prótons com consequente inibição da transferência reversa de 

elétrons (Liu et al., 2002). Nesta mesma condição, o MMA mostrou uma tendência em 

inibir a produção de EROs quando comparado ao seu respectivo controle. 
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Fig. 22 - Efeito de metilmalonato (MMA) na produção de espécies reativas de oxigênio 

(EROs) por mitocôndrias de cérebro na presença ou ausência de ADP. 

Mitocôndrias de cérebro total de ratos (0,5 mg/mL) foram incubadas a 37 ºC em meio de reação 

padrão (KCl 130 mM, HEPES-K+ 10 mM, K2HPO4 2 mM, MgCl2 1mM, EGTA 200 µM, pH 7,2), 

juntamente com um coquetel de substratos para o complexo I (malato, glutamato, piruvato e -

cetoglutarato; 1,25 mM de cada substrato) ou succinato 5 mM, acompanhado ou não de 

rotenona 5 µM. Nestas condições, foi utilizada uma concentração fixa de MMA (10 mM), como 

indicado. O peróxido de hidrogênio formado na presença ou ausência de ADP 800 µM, foi 

detectado pela reação com Amplex Red 10 µM em conjunto com HRP 1 U/mL. Na figura, os 

valores são mostrados como unidades arbitrárias de fluorescência da resofurina produzida e, 

representam a média ± S.E.M de pelo menos 4 experimentos independentes realizados em 

duplicata. *Significativamente diferente da respectiva condição na ausência de ADP, p<0,05. 

#Significativamente diferente do respectivo controle, p<0,05. 
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Finalmente, a utilização de rotenona, conhecido inibidor do complexo I da cadeia 

respiratória, juntamente com succinato, diminuiu a produção de EROs consideravelmente, 

devido ao bloqueio do fluxo de elétrons para o complexo I. A presença de ADP não afetou 

a produção de EROs nesta condição. Porém, o MMA mostrou uma tendência em inibir a 

produção de EROs na ausência de ADP, e na presença deste tal inibição foi significativa 

(Figura 22). Nestas condições, a menor produção de EROs na presença de MMA deve-

se provavelmente à inibição da oxidação do succinato pelas mitocôndrias, reduzindo o 

fluxo de elétrons na cadeia respiratória.  

Foi previamente descrito que, em animais cronicamente tratados com MMA, a 

administração concomitante de ácido ascórbico preveniu os déficits comportamentais 

apresentados pelos ratos que receberam apenas MMA (Pettenuzzo et al, 2003), 

relacionando tais mudanças comportamentais com EROs e indicando o envolvimento de 

estresse oxidativo na neuropatologia da acidemia metilmalônica. 

Anteriormente, verificamos que a respiração mitocondrial não foi alterada pelo 

tratamento in vivo crônico com MMA em ratos jovens. Assim, utilizando o protocolo 

experimental já descrito (Wajner et al., 1988), decidimos avaliar se alguma alteração na 

liberação mitocondrial de EROs ocorreria como resultado do efeito indireto do tratamento 

crônico com MMA, de forma a complementar nossos estudos in vitro sobre a produção de 

EROs em mitocôndrias de cérebro de rato. 

O tratamento crônico foi realizado por meio da administração intraperitoneal de 

MMA por 15 dias (2x ao dia). Após o período de tratamento, animais controles e tratados 

foram sacrificados, sempre 16 h após a última administração de MMA, com o objetivo de 

evitar o efeito direto da presença deste nas organelas isoladas (Dutra et al., 1991). Em 

seguida, foi realizado o isolamento de mitocôndrias de cérebro e, posteriormente, a 
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detecção dos níveis de peróxido de hidrogênio liberado, empregando-se o marcador 

Amplex Red na presença de HRP. 
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Fig. 23 - Efeito do tratamento crônico in vivo com MMA na produção de EROs por 

mitocôndrias de cérebro de ratos jovens na presença ou ausência de ADP. 

Mitocôndrias isoladas (0,5 mg/mL) de cérebro de ratos jovens tratados cronicamente com MMA 

foram incubadas a 37 ºC em meio de reação padrão (KCl 130 mM, HEPES-K+ 10 mM, K2HPO4 

2 mM, MgCl2 1mM, EGTA 200 µM, pH 7,2), juntamente com um coquetel de substratos para o 

complexo I (malato, glutamato, piruvato e -cetoglutarato; 1,25 mM de cada substrato) ou 

succinato 5 mM, acompanhado ou não de rotenona 5 µM. O peróxido de hidrogênio formado na 

presença ou ausência de ADP 800 µM, foi detectado pela reação com Amplex Red 10 µM em 

conjunto com HRP 1 U/mL. Na figura, os valores são mostrados como unidades arbitrárias da 

fluorescência de resorufina produzida, e representam a média ± S.E.M de pelo menos 4 

experimentos independentes realizados em duplicata. *Significativamente diferente da 

respectiva condição na ausência de ADP, p<0,05. 
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Conforme observado nos experimentos utilizando MMA in vitro, em mitocôndrias 

isoladas de ratos jovens tratados cronicamente com MMA observou-se uma redução por 

ADP da produção de EROs mantida por substratos do complexo I, mas não houve 

qualquer efeito do tratamento com MMA. A produção de EROs mantida por succinato na 

ausência de rotenona foi a mais acentuada, e nesta situação também foi diminuída por 

ADP, nas condições controle e tratado, que não foram diferentes ente si. Por fim, na 

presença de succinato e rotenona, que impede a transferência reversa de elétrons, a 

produção de EROs foi menor, com pequeno estímulo por ADP, mas também sem efeito 

do tratamento com MMA, como mostrado na figura 23. 

Recentemente, foi descrito um aumento significativo na produção de EROs em 

fibroblastos de pacientes com acidemia metilmalônica (Richard et al., 2007). Além disso, 

num modelo animal para a acidemia metilmalônica constituído de camundongos knockout 

para o gene mut, Chandler et al. (2009) observaram um menor conteúdo de glutationa 

intracelular. De fato, muitos erros inatos do metabolismo têm sido associados com 

estresse oxidativo, sugerindo que o acúmulo de metabólitos levaria a uma produção 

excessiva de radicais livres. 

Também sugerindo a participação de estresse oxidativo na neurotoxicidade por 

MMA, McLaughlin et al. (1998) mostraram que a morte de células corticais e estriatais 

provenientes de cérebro de embriões de rato submetidos a 24 horas de incubação com 

MMA era atenuada pelo uso de antioxidantes. 

Em estudo empregando células PC12, nosso grupo já havia demonstrado que o 

MMA promove morte celular por induzir a transição de permeabilidade mitocondrial 

(Maciel et al., 2004). Deste modo, decidimos detectar a liberação de EROs por estas 

células neuroendócrinas na presença de MMA, com o objetivo de complementar nossos 
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resultados obtidos in vitro e in vivo, bem como, melhor compreender o efeito deste ácido 

neste modelo neural clássico. 

Para estimarmos a liberação de EROs em células PC12, optamos pela utilização 

de um tempo fixo de 15 horas de incubação com MMA, por ter ainda nesse período 

apresentado manutenção da viabilidade celular entre controle e tratado com MMA, 

excluindo assim, a interferência da produção de EROs acionada por eventos já 

relacionados ao processo de morte celular. 

Posteriormente ao período de incubação, as células foram tripsinizadas e 

ressuspendidas em meio de reação composto por HBSS + HEPES 20 mM. Em seguida, 

foi realizada a detecção da produção de EROs, durante 15 minutos empregando-se três 

marcadores diferentes. Amplex Red, na presença de HRP, foi utilizado para detecção da 

liberação mitocondrial de peróxido de hidrogênio. Foi ainda utilizado o H2DCFDA (forma 

reduzida) permeável e não-fluorescente, que apresenta maior afinidade em reagir com 

radicais peroxil, hidroxil e peroxinitrito, após deacetilação por esterases intracelulares, 

sendo convertido em DCF (forma oxidada) não-permeável e fluorescente (Lebel et al., 

1992). E por fim, o DHE, também permeável e mais seletivo para o ânion superóxido. O 

DHE é oxidado em etídio, que acaba intercalando no DNA nuclear, onde permanece e 

aumenta consideravelmente a fluorescência (Robinson et al., 2006). 

Nestes experimentos, nota-se que a produção de EROs como resultado da 

incubação de células PC12 na presença de MMA durante 15 horas não foi alterada (Fig. 

24) em relação ao controle, indicando que o aumento na produção de espécies reativas 

por MMA descrito por alguns grupos (McLaughlin et al., 1998 e Richard et al., 2007) possa 

estar relacionado já com o período em que há indução de morte celular pelo MMA, 
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consistindo num efeito secundário deste na produção de espécies reativas e não um 

evento precoce causado diretamente. 
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Fig. 24 - Efeito de MMA na liberação de EROs por células PC12. 

Células PC12 (0,5 × 106 /mL) foram mantidas em placas de 9,2 cm2 com 2 mL de meio DMEM 

contendo fenol, 4,5 g / L de glicose e suplementado com soro equino a 10%, soro fetal bovino a 

5% e 1% de antibiótico (penicilina/estreptomicina), durante 24 horas a 37 ºC e CO2 a 5%. 

Posteriormente, o meio foi substituído por meio DMEM suplementado apenas com HEPES 20 

mM (pH 7,2), e as células foram incubadas com MMA 10 mM durante 3, 15 ou 24 horas. Os 

valores estão expressos como porcentagens de seus respectivos controles quanto à detecção 

da presença de espécies reativas, pela oxidação dos marcadores dihidroetidina (DHE) 5 µM, 

2,7-diclorodihidrofluoresceína-diacetato (H2DCFDA) 5 µM e Amplex Red 10 µM + HRP 1U/mL. 

As medidas foram conduzidas 15 horas depois da incubação com MMA, após ressuspensão 

das células em solução salina balanceada de Hank (HBSS), sem fenol e suplementada com 

HEPES 20 mM (pH 7,2). Na figura, os valores representam a média ± S.E.M de pelo menos 4 

experimentos independentes. 

 



126 

 

 



127 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. Conclusões 
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5.1 Metilmalonato (MMA) mostrou ser um potente inibidor da respiração mitocondrial 

mantida pelo substrato succinato, sendo este efeito causado pela inibição do 

transportador mitocondrial de dicarboxilatos pelo MMA, impedindo a captação de 

succinato pela mitocôndria. Na presença de um coquetel de substratos para o 

complexo I da cadeia respiratória, a respiração não foi alterada pelo MMA, indicando 

que este ácido orgânico não interfere diretamente na atividade dos complexos 

mitocondriais. 

5.2 Notadamente, a respiração mitocondrial mantida por glutamato também foi fortemente 

inibida pelo MMA. Experimentos de transporte mitocondrial de substratos mostraram 

que MMA extramitocondrial é trocado por -cetoglutarato intramitocondrial, 

depletando a mitocôndria de tal substrato. Ainda, o MMA inibe competitivamente a -

cetoglutarato desidrogenase (Ki=3,65 ± 0,81 mM). Ambos os processos explicariam a 

inibição por MMA do metabolismo oxidativo neuronal de glutamato. 

5.3 O tratamento in vivo crônico (15 dias) de ratos jovens com MMA não resultou em 

alterações mitocondriais permanentes e estruturais. Alterações na bioenergética 

mitocondrial induzidas por MMA dependem da presença deste no ambiente 

mitocondrial para ocorrerem. 

5.4 A inibição induzida pelo MMA da respiração por fragmentos de tecido cerebral foi 

parcialmente prevenida pela suplementação do meio de reação com malato, 

suportando a hipótese de que na presença de MMA a disponibilidade de substratos é 

menor. 

5.5 Em células tumorais neuronais PC12, o tratamento com MMA durante 7 h diminuiu a 

respiração em células intactas, mas não em células permeabilizadas incubadas na 

presença de um coquetel de substratos respiratórios, reforçando a proposta de que o 

MMA restringe o acesso de substratos para a mitocôndria. 

5.6 Aditivamente, o MMA inibiu a viabilidade celular de astrócitos primários, mas não de 

células tumorais de glioblastoma, sugerindo maior resistência destas frente aos 

efeitos deletérios do MMA, provavelmente devido ao perfil metabólico 

predominantemente glicolítico das células de origem tumoral. Astrócitos incubados na 
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presença de MMA apresentaram alterações morfológicas, caracterizadas, sobretudo, 

por uma diminuição da área destas células. 

5.7 A geração mitocondrial de espécies reativas de oxigênio não foi alterada pelos 

tratamentos in vitro e in vivo com MMA. O MMA também não modificou a produção de 

espécies reativas de oxigênio por células neuronais PC12. O estresse oxidativo 

promovido por MMA descrito em alguns estudos pode ser um efeito secundário deste 

ácido orgânico, decorrente de sua citotoxicidade, e não um evento precoce causado 

diretamente. 
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