
 

IRANY ACHILES DENTI 

 

 

 

 

 

 

 

EVIDÊNCIAS DE SINERGISMO ENTRE A HIPERAMONEMIA 

E O ÁCIDO METILMALÔNICO SOBRE PARÂMETROS 

BIOENERGÉTICOS E INFLAMATÓRIOS EM RIM E FÍGADO 

DE RATOS 

 

 

Tese de Doutorado apresentada ao 

Programa de Pós-Graduação em 

Ciências da Saúde para obtenção do 

Título de Doutor em Ciências da 

Saúde. 

 

Orientadora: Profª. Drª. Patrícia 

Fernanda Schuck. 

 

 

 

 

 

 

 

 

CRICIÚMA 

2016

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Dados Internacionais de Catalogação na Publicação 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bibliotecária Eliziane de Lucca Alosilla – CRB 14/1101 

Biblioteca Central Prof. Eurico Back - UNESC 

 

 

 

D414e   Denti, Irany Achiles.   

Evidências de sinergismo entre a hiperamonemia e o ácido 

metilmalônico sobre parâmetros bioenergéticos e inflamatórios 

em rim e fígado de ratos / Irany Achiles Denti ; orientador : 

Patrícia Fernanda Schuck. – Criciúma, SC : Ed. do Autor, 2016.  

94 p. : il. ; 21 cm.  

 

Tese (Doutorado) - Universidade do Extremo Sul 

Catarinense, Programa de Pós-Graduação em Ciências da 

Saúde, Criciúma, 2016. 

 

1. Acidemia metilmalônica. 2. Hiperamonemia. 3.  Erros 

inatos do metabolismo. 4. Ácido metilmalônico. 5. Rins – 

Inflamação. 6. Fígado – Inflamação. I. Título. 

 

CDD 22. ed. 616.042 



 

 
 
 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FOLHA INFORMATIVA 

 

A tese foi elaborada seguindo o estilo Vancouver e será apresentada no 

formato tradicional. Este trabalho foi realizado nas instalações do 

Laboratório de Erros Inatos do Metabolismo pertencente ao Programa 

de Pós-Graduação em Ciências da Saúde da Universidade do Extremo 

Sul Catarinense. 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

AGRADECIMENTOS 

 

 

À Eda, Felipe e Greta pela compreensão, incondicional apoio e carinho. 

 

Aos ilustres colegas Fernanda Dal Maso Camera, Janesca Mansur 

Guedes, Mari Sbardelotto, Mirian Wilk Wisniewski, Elvis Wisniewski, 

Marcia Bairros de Castro, Ana Lucia Bernardo de Carvalho Morsch e 

Wolnei Luis Amado Centenaro pela ajuda, companheirismo, 

solidariedade e compreensão. 

 

Aos professores Silvane Souza Roman e Luiz Carlos Cichota pela 

compreensão e ajuda. 

 

Aos Professores do Programa de Pós graduação em Ciências da Saúde 

pelo respeito, carinho, acolhimento, compreensão, paciência, dedicação 

e pela pronta disponibilidade para apontar caminhos seguros. 

 

Aos Professores Orientadores: Inicialmente o Professor Gustavo da 

Costa Ferreira pelo acolhimento, competência, disponibilidade e 

segurança na indicação de caminhos seguros a serem vencidos. 

 

Em sequência, por impedimento deste, a Professora Patrícia Fernanda 

Schuck assumiu a orientação com competência, carinho, dedicação. 

Humildemente agradeço por terem aceito a incumbência para a 

orientação mesmo sem saberem se de fato a minha competência seria 

suficiente para efetuar todos os passos necessários para o êxito das 

etapas a serem vencidas. 

 

Ao pessoal do Laboratório de Erros inatos do Metabolismo: Ândrea 

Cristina Ramos e Bruna Klippel Ferreira. 

Ao pessoal do laboratório de Bioenergética, professor Emilio Streck, 

Milena e Lara. 

 

Ao pessoal do laboratório de histologia da URI, professora Silvane 

Souza Roman e Vanessa Perondi. 

 

A todos, muito obrigado. 

 
 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

RESUMO 

 

A acidemia metilmalônica é um erro inato do metabolismo de herança 

autossômica recessiva causado pela deficiência da enzima metilmalonil-

CoA mutase. Os principais sinais e sintomas incluem danos 

neurológicos, renais e hepáticos. Essa doença é caracterizada 

bioquimicamente pelo acúmulo de ácidos orgânicos no plasma, na urina 

e em tecidos dos pacientes afetados, particularmente o ácido 

metilmalônico (MMA). Adicionalmente, os pacientes apresentam 

quadros de hiperamonemia, especialmente durante crises metabólicas. 

Entretanto, até o momento, não se sabe a influência da hiperamonemia 

na fisiopatologia da doença, bem como a toxicidade do MMA associado 

à hiperamonemia. Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi 

avaliar parâmetros bioenergéticos e inflamatórios em rim e fígado em 

um modelo animal de acidemia metilmalônica associada à 

hiperamonemia. Para este estudo, foram utilizados ratos Wistar machos 

com 7, 15, 30 e 60 dias de vida, divididos em 4 grupos experimentais: 

controle, MMA, acetato de amônio (AA) e MMA+AA. Os animais do 

grupo controle receberam solução de NaCl 0,9 % e os animais dos 

grupos tratados receberam MMA (1,76 µmol/g; s.c) associado ou não ao 

AA (2,65 µmol/g; i.p) por cinco dias.. Os resultados mostram aumento 

significativo da taxa de creatinina sérica no grupo de animais com 7 e 30 

dias de vida nos grupos AA e MMA+AA, bem como aumento das 

concentrações de ureia, aspartato aminotransferase (AST), alanina 

aminotransferase e creatina cinase em animais com 60 dias. 

Adicionalmente, foi observada uma redução da taxa de filtração 

glomerular nos grupos de animais com 7, 30 e 60 dias. A análise 

histológica apresentou resultados heterogêneos, como dilatação dos 

túbulos, vacuolização nos túbulos proximais e dilatação dos túbulos 

distais, assim como desestruturação celular com desintegração da sua 

estrutura, alteração do epitélio e retração glomerular no grupo 

MMA+AA. Também foram encontradas alterações significativas na 

atividade da enzima citrato sintase no tecido hepático de animais com 

15, 30 e 60 dias e no tecido renal de animais com 15 dias de vida. A 

atividade da enzima succinato desidrogenase se mostrou diminuída no 

grupo de animais com 15, 30 e 60 dias sobre o tecido hepático e renal. 

Além disso, as atividades dos complexos da cadeia respiratória foram 

alteradas estatisticamente. A atividade do complexo IV foi aumentada 

em rins de animais com 15 dias de vida. Por outro lado, a atividade do 

complexo II-III da cadeia respiratória foi aumentada em  tecido hepático 

de animais do grupo MMA+AA. No grupo de animais com 30 dias de  

  

 



 

 

vida, houve alteração das atividades dos complexos I e II no tecido 

hepático, bem como complexos e II, II-III e IV no tecido renal de 

animais com 60 dias de vida. Aliados a esses resultados, foram 

observadas alterações estatisticamente significativas nos níveis de 

interleucina 6 e fator de necrose tumoral alfa (TNFα) em tecido hepático 

dos animais do grupos MMA, AA e MMA+AA e de TNFα no tecido 

renal de animais com 30 dias de vida dos grupos MMA e MMA+AA.  

Tomados em conjunto, esses achados sugerem que alterações 

bioenergéticas e inflamatórios ocasionadas pela toxicidade da 

hiperamonemia associada ao MMA podem colaborar para os danos 

hepáticos e renais apresentados por pacientes acometidos pela acidemia 

metilmalônica. 

 

Palavras-chaves: ácido metilmalônico, bioenergética, fígado, 

hiperamonemia, inflamação, rim. 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 
Methylmalonic acidemia is an autossomal recessive inborn error of 

metabolism caused by a deficiency in methylmalonyl-CoA mutase 

enzyme. Main symptoms include neurological impairment, and kidney 

and liver damage. Biochemically, the disease is characterized by the 

accumulation of organic acids in plasma, urine and tissues of affected 

patients, particularly methylmalonic acid (MMA). Additionally, patients 

present with hyperammonemia, notably after metabolic crisis. To date, it 

is not clear the role of hyperammonemia on the pathophysiology of 

methylmalonic acidemia, neither MMA toxicity associated to 

hyperammonemia. The aim of the present work was to investigate 

bioenergetics and inflammatory parameters in kidney and liver in an 

animal model of methylmalonic acidemia associated to 

hyperammonemia. It was used 7-, 15-, 30- and 60-day old male Wistar 

rats, assigned into four different experimental groups: control, MMA, 

ammonium acetate (AA), and MMA + AA. Control animals received a 

single NaCl 0.9% injection and animals in treated groups received 

MMA (1.76 µmol/g; s.c) or AA (2.65 µmol/g; i.p), alone or in 

combination, during 5 days. Data showed a significant increase in serum 

creatinine levels in 7- and 30-day old animals from groups AA and 

MMA + AA, as well as increased concentrations of urea, aspartate 

aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT) and creatine 

kinase in 60-day old animals. It was also observed a significant 

reduction of glomerular filtration rate in the 7-, 30-, and 60-day old 

animals. Alterations in the histological structure of tissues, including 

widening of tubules, vacuolization in proximal tubules, and widening of 

distal tubules, as well as cell disruption with disintegration of structure, 

epithelium and glomerular retraction in MMA + AA group were also 

reported. Significant alterations in citrate synthase activity were 

observed in liver from 15-, 30-, and 60-day old animals, as well as in 

kidney of 15-day old animals. Succinate dehydrogenase was decreased 

in liver and kidney from 15-, 30-, and 60-day old animals. Complex IV 

was found increased in kidney of 15-day old animals, and complex II-III 

activity was found increased in liver of MMA + AA animals. In 30-day 

old animals, it was found altered activities of complex I and complex II 

in liver, as well as in complex II, complex II-III and complex IV in 

kidney of 60-day old animals. Significant alterations of interleukin-6 

and tumoral necrose factor alpha (TNFα) levels in liver of MMA, AA 

and MMA + AA animals were observed, as well as of TNFα in kidney of  

 

 



 

 



 

 

MMA and MMA + AA animals (30-day old). Taken together our 

findings suggest that alterations in bioenergetics and in inflammatory 

parameters caused by the toxicity of hyperammonemia associated to 

MMA may play a role in the pathophysiology of kidney and liver 

damage commonly reported in patients affected by methylmalonic 

acidemia. 

 

Keywords: bioenergetics, hyperammonemia, inflammation, kidney, 

liver, methylmalonic acid. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 ACIDEMIA METILMALÔNICA 

 

A acidemia metilmalônica (MMAemia) é um erro inato do 

metabolismo  de aminoácidos de cadeia ramificada, colesterol e ácidos 

graxos de cadeia ímpar causado pela deficiência da enzima 

metilmalonil-CoA mutase (EC 5.4.99.2) ou da síntese da coenzima 

adenosilcobalamina (cblC) (Gradinger et al., 2007). Essa doença 

apresenta padrão de herança mendeliana autossômico recessivo (Fenton 

et al., 2001) e apresenta uma incidência de aproximadamente 1:50.000 

nascidos vivos (Manoli e Venditti, 2016). A deficiência da enzima 

metilmalonil-CoA mutase pode se manifestar na forma mut
(o)

, em que a 

enzima não apresenta atividade residual, não responde à terapia com 

vitamina B12 é a forma mais grave de MMAemia, e mut
(-)

, em que a 

enzima possui atividade residual e é responsiva à administração de 

vitamina B12 (Paniz et al., 2005).  

A enzima metilmalonil-CoA mutase está presente nas vias 

catabólicas dos aminoácidos isoleucina, valina, treonina e metionina, da 

base nitrogenada timina, de ácidos graxos de cadeia ímpar e do 

colesterol. O catabolismo do propionil-CoA produzido pelo 

metabolismo de bactérias intestinais também utiliza a enzima (Figura 1) 

(Fenton et al., 2001). Na MMAemia, devido à interrupção desta via 

metabólica, ocorre o acúmulo de ácido metilmalônico (MMA; acima de 

1 μM) e outros metabólitos, tais como os ácidos propiônico, tíglico e 

metilcítrico, em tecidos e fluidos biológicos de pacientes (Leonard 

2000; Deodato et al., 2006). Outros achados laboratoriais 

frequentemente observados em pacientes são acidose metabólica, 

acidemia láctica e hiperamonemia (Nizon et al., 2013). 
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Figura 1 – Via metabólica afetada na acidemia metilmalônica. A via metabólica 

inicia com o ácido propiônico proveniente da ação bacteriana intestinal, do 

catabolismo de aminoácidos, de ácidos graxos de cadeia ímpar e do colesterol, 

ocorrendo a formação do propionil-CoA. Este, por sua vez, é convertido, pela 

ação da enzima propionil-CoA carboxilase, a D-metilmalonil-CoA, que é 

epimerizado a L-metilmalonil-CoA pela enzima metilmalonil-CoA epimerase. 

Este último é convertido a succinil-CoA, reação catalisada pela enzima 

metilmalonil-CoA mutase (enzima deficiente na acidemia metilmalônica). Esta 

última reação enzimática é uma reação anaplerótica  do ciclo de Krebs. 

Adaptado de Baumgartner, 2014. 

 
 A MMAemia devida à deficiência da metilmalonil-CoA mutase é 

uma doença genética, com padrão de herança autossômico recessivo, e 

se deve a mutações no gene MUT localizado na região 12.3 do braço 

curto do cromossomo 6. Até o momento, mais de 150 mutações foram 

identificadas (Chandler e Venditti, 2005; Fowler et al., 2008; 

Baumgartner et al., 2014; Huemer et al., 2014; Olsen et al., 2015). Por 

outro lado, a MMAemia causada por deficiência de cobalamina se deve 

a mutações no gene MMACHC, que se localiza na região 34.1 do braço 

curto do cromossomo 1 (Lerner-Ellis et al., 2006; Gradinger et al., 2007; 

Fischer et al., 2014). Ambas deficiências afetam a atividade da enzima 
metilmalonil-CoA mutase, por conseguinte acumulando MMA. 
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1.2 SINAIS CLÍNICOS, ALTERAÇÕES BIQUÍMICAS E 

FISIOPATOLOGIA DA MMAEMIA 

 

Os achados clínicos observados em pacientes acometidos pela 

MMA incluem tanto periféricos tanto o sistema nervoso central, quando 

órgãos e tecidos periféricos. Dentre os principais sinais, pode-se citar 

recusa alimentar, letargia, coma, convulsões, atraso do desenvolvimento 

neuropsicomotor, hepatomegalia, hipotonia, hipotermia, cardiomiopatia, 

hipoglicemia, desidratação e perda de peso (Schwartz et al., 2008; 

Baumgartner et al., 2014). Além disso, Saudubray e Walter (2012), 

podem ser observados tetraparesia e deficiência intelectual. Convulsões 

recorrentes de difícil resolução foram relatadas em pacientes, 

possivelmente relacionadas ao envolvimento de receptores do ácido 

gama-aminobutírico (Biancheri et al., 2002; Malfatti et al., 2007; 

Grünert et al., 2012), bem como desmielinização neuronal, infiltração 

fagocítica e hidrocefalia (Smith et al., 2006; Longo et al., 2011). Nesse 

sentido, Colín-González et al. (2015) descrevem que crianças afetadas 

por acidemias orgânicas, incluindo a MMAemia e acidemia propiônica, 

podem apresentar neurodegeneração aguda. Perifericamente, foram 

descritos cardiomiopatia e insuficiência renal crônica (Grünert et al., 

2012; Imen et al., 2012). Estes sintomas podem ser observados 

principalmente durante as crises metabólica, sendo geralmente 

associadas a infecções recorrentes (Acquaviva et al., 2005; Kaplan et al., 

2006).  

Após o sistema nervoso central, os rins são os órgãos mais 

afetados na MMA. Os danos a longo prazo observados em pacientes 

incluem nefrite túbulo-intersticial com infiltração de células 

mononucleares, fibrose intersticial e atrofia tubular (D’angio et al., 

2001). O aumento do conteúdo de fosfato pode ser atribuído a alterações 

funcionais nos túbulos distais, acarretando em desequilíbrio eletrolítico 

(Morath et al., 2008; Vernon et al., 2014). Adicionalmente, achados 

relacionados a estas alterações foram encontrados por Koenig e 

colaboradores (2015), incluindo insuficiência renal aguda ou crônica, 

nefrite túbulo intersticial e microangiopatia trombótica, síndrome 

hemolítica urêmica, hemólise, hipertensão arterial, proteinúria, 

hematúria, glomeruloesclerose e glomerulopatia atípica. Além disso, 

Baunly et al. (2005) demonstraram que pacientes acometidos pela 

MMAemia podem apresentar anemia megaloblástica e macrocítica, 

leuconeutropenia, trombocitopenia e pancitopenia.  

As principais alterações laboratoriais encontradas em pacientes 

acometidos pela MMAemia são cetose/cetonúria, 
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neutrotrombocitopenia, acidose metabólica e deficiência de bicarbonato. 

Raramente são encontrados hiperglicemia, desequilíbrio hidroeletrolítico 

e acidemia láctica (Marouani et al., 2011; Leonard, 2000; Als-Nielsen et 

al., 2004; de Baulny et al., 2005; Morath et al., 2008; Seashore et al., 

2009; Vernon, 2014). Adicionalmente ao acúmulo de MMA e seus 

metabólicos, há acúmulo de homocisteína, aminoácido citotóxico e 

apresenta ação pró-aterogênica e pró-trombótica por afetar o endotélio 

vascular, acentua sintomas relacionados ao sistema cardiovascular 

(Handy et al., 2005; Chwatko et al., 2007).  Elevações séricas da 

creatina cinase (CK; EC 2.7.3.2), ácido úrico e as enzimas hepáticas 

aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) 

também podem ser indicadores inespecíficos desta doença (Baumgartner 

et al., 2014), sendo estas últimas marcadores de dano hepático.  

Elevadas concentrações de amônia (hiperamonemia) são um 

achado característico de alguns erros inatos do metabolismo, incluindo a 

MMAemia. Os níveis séricos de amônia variam em função da atividade 

residual da enzima envolvida, da ingestão proteica e da taxa de 

catabolismo endógeno, especialmente durante episódios de crise 

metabólica (Cagnon et al., 2007).  

 

 

1.3 DIAGNÓSTICO 

 

O diagnóstico laboratorial é baseado na identificação dos 

metabólitos acumulados em plasma e urina, principalmente o MMA. A 

quantificação dos compostos é realizada por cromatografia gasosa 

acoplada à espectrometria de massas (Hoff et al., 1995). O diagnóstico 

de MMAemia se dá apenas sob suspeita médica e não faz parte do 

Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN) brasileiro. 

 

 

1.4 TRATAMENTO 

 

O tratamento inicial baseia-se na estabilização do quadro clínico, 

suspensão da ingestão de proteínas e infusão de glicose para evitar um 

quadro catabólico (Baumgartner et al., 2014). A administração de L-

carnitina é essencial para o tratamento da MMA, resultando na excreção 

de metabólitos conjugados como ésteres de carnitina, tais como 

propionilcarnitina e metilmalonilcarnitina (Yannicelli et al., 2006). 

Adicionalmente, recomenda-se a administração de soluções hipotônicas 

em situações de hiperglicemia, além de vitamina B12 e N-carbamoil-
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glutamato Summar et al., 2001; Baumgartner et al., 2014). O uso de 

benzoato de sódio também é utilizado para estabilização do quadro de 

hiperamonemia (Leonard, 2006). Outros tratamentos adjuvantes para a 

remoção de amônia são a diminuição da produção intestinal de amônia 

através de administração de lactulose (Als-Nelsen et al., 2004) e 

hemodiálise (Ribas et al., 2010).  

 

1.5 HIPERAMONEMIA  

 

A amônia é formada predominantemente nos hepatócitos a partir 

da desaminação dos aminoácidos e síntese de ureia no ciclo da ureia. No 

organismo, a amônia pode coexistir como gás (NH3) ou na sua forma 

iônica (NH4
+
). As concentrações séricas desta molécula dependem do 

pH do meio (Lang et al., 1998). Em pH fisiológico, 98 % do total de 

amônia existe na forma de NH4
+
. A forma gasosa, NH3, tem difusão 

facilitada através das membranas celulares e, no indivíduo saudável, são 

mantidas concentrações entre 10-50 mmol/L. Em situações de alcalose 

metabólica, a relação entre a forma ionizada e a não ionizada encontra-

se aumentada (Gutierrez et al., 1987). Fisiologicamente, as 

concentrações séricas de amônia podem também variar de acordo com a 

ingestão proteica e a taxa de catabolismo endógeno (Cagnon et al., 

2007).  

A hiperamonemia pode ter origem congênita ou adquirida. Em 

sua forma congênita, está normalmente relacionada a defeitos primários 

no ciclo da ureia (Mas, 2006). Por outro lado, a hiperamonemia 

adquirida está relacionada à falência hepática provocada por ingestão de 

toxinas, infecções virais ou doenças autoimunes (Strauss et al., 1986). 

Nesse contexto, na MMAemia, o MMA inibe a enzima 

argininosuccinato sintetase, impedindo a transformação de amônia em 

ureia no ciclo e resultando no acúmulo de amônia, (Leonard, 2006; 

Jafari et al., 2013). 

Diversas alterações na homeostasia celular estão relacionadas à 

hiperamonemia. Nesse sentido, a amônia altera vias metabólicas e 

sistemas de neurotransmissores e a síntese de óxido nítrico e induz 

estresse oxidativo. Evidências também demonstram que este composto 

altera o metabolismo energético, especialmente a função mitocondrial 

(Summar et al., 2001; Gropman et al., 2007). Acredita-se que o acúmulo 

de amônia nos tecidos e líquidos biológicos possam potencializar a 

toxicidade do MMA, como demonstrado por estudos prévios (Marisco 

et al., 2003; Viegas et al., 2014). 
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1.6 METABOLISMO ENERGÉTICO 

 

Além das alterações do metabolismo energético causadas pela 

hiperamonemia, diversas evidências de que o MMA causa deficiência 

energética foram relatadas no sistema nervoso central e periférico 

(Wajner e Coelho, 1997; Pettenuzzo et al., 2006; Melo et al., 2011; 

Schuck et al., 2013). Neste sentido, para a síntese de trifosfato de 

adenosina (ATP), principal moeda energética celular, as células utilizam 

a energia obtida a partir da oxidação de biomoléculas, que podem ser 

oriundas da ingestão alimentar, além do oxigênio molecular proveniente 

da respiração. O principal substrato energético para a maioria dos 

tecidos é a glicose, mas outros substratos como ácidos graxos livres e 

corpos cetônicos podem ser utilizados por alguns tecidos. O catabolismo 

da glicose resulta na liberação de 2 moléculas de ATP e 2 moléculas de 

dinucleotídeo de nicotinamida e adenina reduzido (NADH), bem como 

na síntese de duas moléculas de ácido pirúvico (Rich et al., 2003). Por 

ação da enzima mitocondrial piruvato desidrogenase (EC 1.2.4.1), o 

ácido pirúvico, após descarboxilação, é convertido em acetil-CoA, 

liberando NADH (Tymoczko et al., 2011). O acetil-CoA recém formado 

é direcionado para o ciclo de Krebs (Figura 2) (Nelson e Cox, 2014). 
 

 
 
Figura 2 – Visão geral do metabolismo energético celular e rendimento 

energético. inicialmente ocorre a oxidação dos macronutrientes da dieta, seguida 

pela conversão da energia das ligações químicas destes compostos em 

equivalentes reduzidos e, finalmente, na transferência da energia destas ligações 

químicas ao ATP. O processo é composto pela glicólise, ciclo de Krebs e cadeia 

transportadora de elétrons. ADP: difosfato de adenosina; ATP: trifosfato de 
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adenosina; FADH2: dinucleotídeo de flavina  adenina reduzido; NAD: 

dinucleotído de nicotinamida e adenina oxidado; NADH: dinucleotído de 

nicotinamida e adenina reduzido; Pi: fosfato inorgânico. Adaptado de Sousa, 

2015. 

 

1.6.1 CICLO DE KREBS 
 

O ciclo de Krebs é considerado uma via comum da oxidação da 

maioria dos macronutrientes. Essa via metabólica constitui-se oito 

etapas, que resultam na oxidação completa do grupamento acetil do 

acetil-CoA, com a concomitante liberação dos carbonos na forma de 

CO2 (Figura 3). A enzima citrato sintase (CS; EC 2.3.3.1) catalisa o 

primeiro dos oito passos, uma reação de condensação do resíduo acetil 

do acetil-CoA com oxaloacetato, sintetizando citrato (Nelson e Cox, 

2014).  

No passo seguinte, o citrato é convertido em isocitrato pela ação 

da enzima aconitase (EC 4.2.1.3), com a formação de um intermediário 

instável, o cis-aconitato. Após esta etapa, o isocitrato é convertido em α-

cetoglutarato, através de uma descarboxilação e concomitante formação 

de NADH, em uma reação catalisada pela enzima isocitrato 

desidrogenase (IDH; EC 1.1.1.42). Pela ação da enzima α-cetoglutarato 

desidrogenase (CGDH; EC 1.4.1.13), o α-cetoglutarato é convertido em 

succinil-CoA, após descarboxilação oxidativa, com a liberação de uma 

molécula de CO2 e a formação de outra molécula de NADH (Leonardi 

et al., 2012). O succinil-CoA sofre a hidrólise do grupamento CoA pela 

enzima succinil-CoA sintetase (EC 6.2.1.4), liberando uma molécula de 

trifosfato de guanosina um composto de alto potencial energético, o 

trifosfato de guanosina (GTP), e succinato. O succinato é então 

convertido a fumarato pela ação da enzima succinato desidrogenase 

(SDH; EC 1.3.5.1), com a consequente formação de uma molécula 

reduzida do dinucleotídeo de flavina e adenina (FADH2). Pela ação da 

enzima fumarase (EC 4.2.1.2), o fumarato é convertido em malato 

(Mescam et al., 2011). Por fim, a enzima malato desidrogenase (MDH; 

EC 1.1.1.37) regenera o oxaloacetato com a consequente formação de 

uma molécula de NADH (Taillefer et al., 2015). Após a oxidação 

completa do esqueleto de carbonos de uma molécula de acetil-CoA, o 

rendimento energético inclui a formação de 3 moléculas de NADH, uma 
molécula de FADH2 e uma molécula de GTP.  
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Figura 3 – Ciclo do ácido cítrico ou ciclo de Krebs. a característica anfibólica 

desta via metabólica está representada nas vias catabólicas e de biossíntese de 

intermediários do ciclo. ADP: difosfato de adenosina; ATP: trifosfato de 

adenosina; Pi: fosfato inorgânico. Adaptado de Ktena, 2015. 

1.6.2 CADEIA TRANSPORTADORA DE ELÉTRONS 

 

A oxidação de moléculas das coenzimas reduzidas NADH e 

FADH2 ocorre em uma série de estruturas proteicas denominada de 

cadeia transportadora de elétrons ou cadeia respiratória (Figura 4). A 

cadeia transportadora de elétrons é composta por cinco complexos 

enzimáticos ancorados na membrana mitocondrial interna: complexo I 

ou NADH desidrogenase: coenzima Q redutase (EC 1.6.5.3), complexo 
II ou succinato desidrogenase: coenzima Q redutase (EC 1.3.5.4), 

complexo III ou coenzima Q oxidase-citocromo c redutase 

(EC 1.10.2.2), complexo IV ou citocromo c oxidase (EC 1.9.3.1) e 

complexo V ou ATP-sintase (EC 3.6.3.14). Além destes complexos 

proteicos, também fazem parte da cadeia transportadora de elétrons dois 

carreadores móveis de elétrons: a ubiquinona ou coenzima Q e o 

citocromo c (Voet et al., 2008; Tymoczko et al., 2011). O aceptor final 

de elétrons nesta via é o oxigênio e a síntese de ATP (fosforilação 

oxidativa) ocorre no complexo V.  

Na cadeia respiratória, os elétrons oriundos do NADH são 

transferidos para o complexo I e após, sequencialmente, para a 
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coenzima Q, o complexo III, o citocromo c e o complexo IV, onde 

ocorre a redução do O2 a H2O. Por outro lado, os elétrons oriundos do 

FADH2 são transferidos para o complexo II e, da mesma forma, 

sequencialmente transferidos para a coenzima Q, o complexo III, o 

citocromo c e o complexo IV. A transferência dos elétrons através da 

cadeia respiratória até o receptor final, o oxigênio, resulta no 

permanente bombeamento de prótons para o espaço intermembranas, 

gerando um gradiente eletroquímico (potencial de membrana 

mitocondrial). A dissipação deste potencial pela entrada de prótons para 

a matriz no complexo V fornece aporte energético necessário para a 

condensação de ADP e fosfato inorgânico (Pi), formando ATP (Painter et 

al., 2007). A fosforilação oxidativa é fundamental para a homeostase 

bioenergética celular, sendo responsável pela formação de 

aproximadamente 85-90 % do ATP celular (Melo et al., 2012) e é 

considerada a etapa terminal da respiração celular (Nelson e Cox, 2014).  
 

 
Figura 4. Cadeia transportadora de elétrons e fosforilação oxidativa. Moléculas 

ricas em energia química são metabolisadas por uma série de reações de 

oxirredução levando à produção de água ao final da cadeia respiratória. As 

coenzimas reduzidas NADH e FADH2 provenientes das oxidações de substratos 

energéticos entregam seus elétrons ao complexo I e ao complexo II, 

respectivamente. À medida que os elétrons fluem através dos complexos da 

cadeia respiratória, há transporte de prótons (H
+
) da matriz mitocondrial para o 

espaço intermembranas, gerando um gradiente eletroquímico. Este, por sua vez, 

é dissipado pela ATP-sintase na fosforilação oxidativa para a síntese de ATP.  

ADP: difosfato de adenosina; ATP: trifosfato de adenosina; FAD: dinucleotídeo 

de adenina e flavina, forma oxidada; FADH2: coenzima reduzida de adenina e 

flavina, forma reduzida; NAD
+
: dinucleotídeo de nicotinamida e adenina, forma 

oxidada; NADH: dinucleotídeo de nicotinamida e adenina, forma reduzida; Pi: 

fosfato inorgânico. Fonte: Bairros, 2016. 
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Neste cenário, foi demonstrado que o MMA inibe complexos da 

cadeia respiratória mitocondrial em cérebro, rins e fígado (Brusque et 

al., 2002; Pettenuzzo et al., 2006; Zsengellér et al., 2014). 

Adicionalmente, o MMA também atua como desacoplador mitocondrial 

e inibidor do transporte de succinato para dentro da célula  (Mirandola 

et al., 2008). 

 

1.6.3 CK 

Além de inibição da cadeia respiratória, o MMA também inibe a 

enzima CK em tecido cerebral e renal (Schuck et al., 2004; Schuck et 

al., 2013). Esta é uma enzima importante para o tamponamento 

energético celular e catalisa a conversão reversível da creatina fosfato 

(CF) em creatina (CR) e fosfato (Pi), liberando energia química para a 

ressíntese de ATP (Figura 5) (Goldblatt, 1969). A CF é utilizada pelos 

tecidos como reservatório de energia e para o transporte de energia 

intracelular entre sítios de síntese de ATP a sítios de alta demanda 

energética (Lygate et al., 2012). Até o momento, não foi descrito o 

efeito da interação MMA e hiperamonemia sobre a CK e outras etapas 

do metabolismo energético celular. 

 

Figura 5. Reação enzimática reversível catalisada pela creatina cinase (CK). A 

creatina (CR) sintetizada nos rins a partir de aminoácidos é captada 

principalmente pelos músculos e utilizada como susbtrato da CK para a 

transferência reversível de fosfato inorgânico (Pi) proveniente do trifosfato de 

adenosina (ATP), liberando creatina fosfato (CF) e difosfato de adenosina 

(ADP). Adaptado de Neubauer, 1998. 
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1.7 INFLAMAÇÃO 

 
Adicionalmente aos efeitos sobre a bioenergética celular, 

recentemente foi demonstrado o possível envolvimento da inflamação 

na fisiopatologia da MMAemia. Neste sentido, Zsengellér et al. (2014) 

demonstraram a presença de processos inflamatórios no parênquima 

renal de um paciente, além de fibrose intersticial. Além disso, Ribeiro et 

al. (2013) demonstraram alterações em parâmetros inflamatórios 

associados a estresse nitrosativo, aumento dos níveis de citocinas e da 

atividade da óxido nítrico sintase induzível. 

Os processos inflamatórios consistem em reações localizadas ou 

generalizadas que ocorrem como resposta à agressão tecidual ou celular, 

com o intuito de reparação de tecidos lesados (Medzhhitov et al., 2008). 

Estas reações são consideradas fisiológicas, fazendo com que o 

organismo promova defesas para o combate de agentes agressores, bem 

como para a remoção de tecidos lesados e promoção da reconstrução 

tecidual (Palsson-McDermott et al., 2009). Reações inflamatórias 

podem se manifestar de forma aguda, com sinais e sintomas bem 

definidos, como em infecções agudas induzidas por micro-organismos, 

ou de forma lenta e progressiva, com sintomas inespecíficos, como é o 

caso das artrites ou processos autoimunes. Por outro lado, em situações 

patológicas, os processos inflamatórios podem ser danosos ao tecido. 

Inflamações podem ser macroscopicamente evidenciadas em tecidos, 

através da visualização de áreas hiperemiadas, com aumento da 

temperatura, sensibilidade e volume tecidual (Lau et al., 2006).  

A resposta inflamatória pode ser mediada por enzimas e/ou 

produção e secreção de citocinas. A enzima mieloperoxidase (MPO; EC 

1.11.1.7) é a preponderante em processos inflamatórios periféricos e que 

pode constituir uma reação fisiológica esperada e proporcional ao dano 

tecidual ou resposta exacerbada, como na anafilaxia (Takeuchi et al., 

2010). As citocinas, por sua vez, são proteínas secretadas no local da 

lesão através da ativação de proteínas cinases (Sommer et al., 2010). 

Esta linha de defesa é constituída por citocinas pró-inflamatórias, tais 

como interleucinas (IL) 1, 2, 6 e 7 e fator de necrose tumoral alfa 

(TNFα),  e anti-inflamatórias, como IL-4, IL-10, IL-13 e fator 

transformador de crescimento β (FTCβ) (Oliveira et al., 2011).  

As citocinas pró-inflamatórias, como o TNFα e a IL-6, são 

responsáveis pela organização da resposta inflamatória e pela 

modulação vascular, o que resulta em vasodilatação e consequente 
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aumento da permeabilidade vascular (Takeuchi et al., 2010). A 

sinalização celular permite o recrutamento de células sanguíneas de 

defesa para que migrem para áreas lesadas, iniciando o processo de 

reparação tecidual (Park et al., 2009). As citocinas podem apresentar 

diferentes formas de ativação: TNFα e IL-6 são reguladas por 

transcrição e IL-1β requer a clivagem da pró- IL-1β pela caspase 1 

(Honda et al., 2006; Matsushita et al., 2009).  

A resposta inflamatória aguda é constituída por leucócitos, tais 

como neutrófilos, monócitos, eosinófilos, mastócitos e linfócitos (Flint 

et al 2003; Lukic et al., 2009). Devido a alta capacidade de diapedese, 

ação fagocítica e migração, os neutrófilos são as primeiras células de 

defesa no local da lesão (Hsieh et al., 2007). Estas células segmentadas 

fagocitam e induzem morte de micro-organismos pela liberação de 

enzimas hidrolíticas e espécies reativas de oxigênio (ERO) (Barrett e 

Austen, 2009).  

Os eosinófilos, por sua vez, são células multifuncionais e estão 

envolvidos em vários processos inflamatórios de origem alérgica e 

infestações parasitárias (Hogan et al., 2008; Kvarnhammar et al., 2012). 

Comumente, estas células são encontradas na corrente sanguínea, 

constituindo 1-3 % do leucograma e fazem parte das defesas em vários 

tecidos (Klion et al., 2004; Triverdi et al., 2007; Fabre et al., 2009). Sua 

ação é regulada por IL-3 e IL-5 atuam através de proteínas tóxicas 

contidas nos seus grânulos e, concomitantemente, da liberação de ERO, 

leucotrienos, prostaglandinas, citocinas e quimiocinas (Broide et al., 

2001).  

 

1.8 JUSTIFICATIVA  

 

Foram demonstradas evidências de que o acúmulo de MMA e a 

hiperamonemia isoladamente são deletérios ao sistema nervoso central e 

tecidos renais e hepáticos. Entretanto, pouco se sabe sobre os efeitos 

celulares da associação de ambos. Nesse contexto, torna-se importante 

avaliar o possível efeito sinérgico e/ou aditivo dos compostos 

acumulados MMAemia em associados ou isoladamente ao longo do 

desenvolvimento, na tentativa de estabelecer os mecanismos 

fisiopatológicos dessa doença e colaborar para a melhora da qualidade 

de vida dos pacientes afetados por essa doença. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o efeito da administração aguda de MMA sobre 

parâmetros inflamatórios e de bioenergética em fígado e rim de ratos em 

diferentes estágios de desenvolvimento submetidos a um modelo 

experimental de hiperamonemia. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Avaliar o efeito da administração aguda de MMA sobre os 

níveis de ureia, creatinina, ALT e AST em soro de ratos com 7, 

15, 30 e 60 dias de vida submetidos a um modelo experimental 

de hiperamonemia; 

 Avaliar o efeito da administração aguda de MMA sobre a TFG 

em ratos com 7, 15, 30 e 60 dias de vida submetidos a um 

modelo experimental de hiperamonemia; 

 Avaliar o efeito da administração aguda de MMA sobre a 

histologia de fígado e rim de ratos com 7, 15, 30 e 60 dias de 

vida submetidos a um modelo experimental de hiperamonemia; 

 Avaliar o efeito da administração aguda de MMA sobre a 

atividade de enzimas do ciclo de Krebs em fígado e rim de ratos 

com 15, 30 e 60 dias de vida submetidos a um modelo 

experimental de hiperamonemia; 

 Avaliar o efeito da administração aguda de MMA sobre a 

atividade dos complexos da cadeia transportadora de elétrons 

em fígado e rim de ratos e com 15, 30 e 60 dias de vida 

submetidos a um modelo experimental de hiperamonemia; 

 Avaliar o efeito da administração aguda de MMA sobre a 

atividade da CK em fígado e rim de ratos com 15, 30 e 60 dias 

de vida submetidos a um modelo experimental de 

hiperamonemia; 

 Avaliar o efeito da administração aguda de MMA sobre os 

níveis de citocinas em fígado e rim de ratos com 30 dias de vida 

submetidos a um modelo experimental de hiperamonemia. 
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3 METODOLOGIA  

 

3.1 ANIMAIS 

 

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar, 

machos e com 7, 15, 30 e 60 dias de vida, provenientes do Biotério da 

Unidade Acadêmica de Ciências da Saúde da Universidade do Extremo 

Sul Catarinense. Os animais foram acondicionados em gaiolas, em 

grupos de 6 (seis) por gaiola. Os animais foram mantidos em ciclos 

claro-escuro de 12 horas, à temperatura de 23 ± 1 °C, com exaustão e 

alimento e água em livre acesso. A utilização dos animais seguiu a 

Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilização de Animais para Fins 

Científicos e Didáticos, aprovada por meio da Portaria do Conselho 

Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) nº 465 

(23/05/2013). Este estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso 

de Animais (CEUA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense, sob 

protocolo nº 058-2013 (ANEXO A). Todos os esforços foram feitos 

para minimizar o número de animais utilizados e seu sofrimento. 

 

3.2 PREPARO DAS SOLUÇÕES 

 

As soluções de MMA e acetato de amônio (AA) foram 

preparadas em solução NaCl 0,9 % (peso/volume) nos dias das 

administrações e tiveram seus pH ajustados para 7,4.  

 

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL 

 

Inicialmente, os animais foram divididos em quatro grupos 

experimentais (10 animais por grupo): grupo controle, grupo AA, grupo 

MMA e grupo MMA+AA. Os animais dos grupos controle e MMA 

receberam uma administração intraperitoneal diária de solução salina 

(NaCl 0,9 %, peso/volume) durante 5 dias. Neste mesmo período, os 

animais dos grupos AA e MMA+AA receberam uma única 

administração intraperitoneal diária de 2,5 µmol/g de AA (Figura 6A). 

No 5
o
 dia, os animais dos grupos MMA e MMA+AA receberam três 

administrações subcutâneas de MMA (1,67 µmol/g) com intervalo de 90 

minutos entre as administrações. Os grupos controle e AA receberam 3 

administrações subcutâneas de NaCl 0,9 %, com intervalo de 90 

minutos entre as administrações, como demonstrado na Figura 9B. As 

doses de MMA e de AA utilizadas neste estudo e os tempos de 

tratamentos foram descritos por Dutra et al. (1991) e Rukmini Devi et 
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al. (1998), respectivamente. Decorrida 1 hora da última administração, 

os animais sofreram eutanásia por decapitação com guilhotina e sem 

anestesia. Amostras de sangue periférico proveniente da decapitação 

foram coletadas para obtenção de soro. O fígado e os rins foram 

retirados da cavidade abdominal por laparotomia e então perfundidos 

com solução NaCl 0,9 % com auxílio de uma seringa. Após, esses 

órgãos foram retirados, limpos e armazenados a -80 
o
C até o momento 

das análises.  
 

 
Figura 6 - Protocolo experimental dos modelos animais de MMAemia 

associada à hiperamonemia. (A) Esquema de tratamento em dias; (B) Esquema 

de tratamento em minutos no 5
o
 dia. AA: acetato de amônio; ip: intraperitoneal; 

min: minuto; MMA: ácido metilmalônico; sc: subcutânea. 
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3.3 DETERMINAÇÃO DE PARÂMETROS BIOQUÍMICOS 

 

3.3.1 Dosagens dos níveis de AST, ALT, ureia, creatinina e taxa de 

filtração glomerular 

 

A separação dos componentes sólidos e líquidos do sangue 

coletado no momento da eutanásia foi feita utilizando-se uma centrífuga 

a 4 mil rotações por minuto durante 5 minutos. Em seguida, a parte 

líquida foi retirada com o auxílio de uma pipeta e este conteúdo foi 

depositado em tubos e acondicionado em freezer -80 ºC. Este material 

foi encaminhado para um laboratório de análises clínicas comercial para 

determinar as taxas de de ureia, creatinina, AST e ALT utilizando-se kits 

comerciais da Labtest
® 

Brasil. A estimativa taxa de filtração glomerular 

foi efetuado utilizando-se como referência o cálculo recomendado pela 

National Kidney Education Program e pela Sociedade Brasileira de 

Nefrologia.  

 

3.3.2 Análise histológica 

 

A análise histológica foi realizada utilizando-se o método de 

eosina e hematoxilina. As peças histológicas no momento da coleta 

foram imersas em solução de formaldeído 10 %. O processamento 

histológico foi efetuado com a imersão das peças em diferentes 

concentrações de etanol em sequência: 70 % por 1 h; 80 % - 1h; 90 % -1 

h; 96 % - 1 h e 100 % - 24 horas. Após esse período, as peças foram 

tratadas com etanol/xilol – 30 minutos, xilol I – 30 minutos; xilol II – 30 

minutos; xilol/parafina – 30 minutos; parafina I – 1 hora; parafina II – 1 

hora e foi realizado o emblocamento em parafina. Para a coloração pela 

técnica de hematoxilina e eosina, foi efetuada a desparafinização com 

xilol I por 20 minutos seguido de xilol II por 20 minutos. O xilol foi 

removido e as amostras foram deixadas para secar. Após a secagem, as 

peças foram hidratadas com etanol 70 % por 3 minutos seguido de 

álcool 50 % por 3 minutos, etanol 40 % por 3 minutos e, finalmente, 

água por 3 minutos. A coloração foi realizada pela imersão em 

hematoxilina por 2 minutos, seguida de uma lavagem em água contendo 

carbonato de lítio e, por fim, eosina por 4 minutos. Ao final do processo 

de coloração, as amostras foram novamente desidratação com etanol 

96% por 30 segundos e etanol 99 % por 30 segundos. As análises foram 

realizadas por microscopia óptica.  
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3.3.3 Análise de parâmetros bioenergéticos 

 

3.3.3.1 Determinação Da Atividade Do Complexo I Da Cadeia 

Respiratória 

 

O meio de incubação constituiu-se de fosfato de potássio 100 

mM, pH 7,4, ferricianeto de potássio 10 mM e rotenona 1 mM. A reação 

foi iniciada pela adição de 14 mM de NADH. A redução do ferricianeto 

de potássio dependente de NADH foi acompanhada pelas leituras 

espectrofotométricas registradas por 3 minutos a 420 nm a 25 ºC. 

(Cassina e Radi, 1996). Os resultados estão expressos em nmol. min
-1

. 

mg de proteína
-1

. 

 

3.3.3.2 Determinação da atividade do complexo II da caeia respiratória 

 

A atividade deste complexo enzimático foi determinada de acordo 

com Fischer et al. (1985). O meio de incubação constituiu-se de tampão 

fosfato de potássio 40 mM, pH 7,4, 16 mM de succinato de sódio e 8 

μM de 2,6-diclorofenol (DCIP). Inicialmente, pré-incubou-se o meio de 

incubação com 40-80 μg de proteínas do homogeneizado a 30 
o
C por 20 

minutos. Logo após, foram adicionados ao meio 4 mM de azida sódica e 

7 μM de rotenona e iniciou-se a reação com a adição de 40 μM de DCIP. 

As absorvâncias foram registradas por 5 minutos a 600 nm. A atividade 

do complexo II foi determinada pela diminuição da absorvância devida 

à redução do DCIP. Os resultados estão expressos em nmol . min
-1

 . mg 

de proteína
-1

. 

 
3.3.3.3 Determinação da atividade do complexo II+CoQ+III 

 

O meio de reação, constituído de tampão fosfato de potássio 40 

mM, pH 7,4, contendo 16 mM de succinato de sódio, foi pré-incubado 

com 40-80 μg de proteínas do homogeneizado a 30 
o
C por 30 minutos. 

Em seguida, foram adicionados 4 mM de azida sódica e 7 μM de 

rotenona e a reação se iniciou pela adição de 0,6 μg/mL de citocromo c. 

As absorvâncias foram registradas por 5 minutos a 550 nm. A atividade 

do complexo II+CoQ+III foi determinada pelo aumento da absorvância 

causado pela redução do citocromo c (Fischer et al., 1985). Os 

resultados estão expressos em nmol . min
-1

 . mg de proteína
-1

. 

 

3.3.3.4 Determinação da atividade do complexo IV 
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O meio de incubação continha tampão fosfato de potássio 10 

mM, pH 7,0, N-dodecil-D-maltosídeo 0,6 mM e 10-20 μg de proteínas. 

A reação foi iniciada com a adição de 0,7 μg de citocromo c 

previamente reduzido. A atividade enzimática foi medida a 25 
o
C por 10 

minutos e foi determinada pelo decréscimo na absorvância a 550 nm 

devido à oxidação de citocromo c (Rustin et al., 1994). Os resultados 

estão expressos em nmol . min
-1

 . mg de proteína
-1

. 

 

3.3.4 Atividade das enzimas do ciclo de Krebs 

 
3.3.4.1 Determinação da atividade da enzima CS  

 

A atividade da enzima CS foi avaliada em um meio de incubação 

contendo 5’,5’’-ditiobis-(2-nitrobenzoato) (DTNB) 0,1 µM, ácido 

oxaloacético 0,2 µM, Triton X-100 0,1 % e acetil-CoA 0,1 µM, em um 

tampão Tris-HCl 100 µM, pH 8,0. A redução do DTNB a TNB foi 

medida espectrofotometricamente a 412 nm por 3 minutos a 37 ºC 

(Srere, 1969). A atividade enzimática está expressa em µM . min
-1

. mg 

de proteína
-1

. 

 
3.3.4.2 Atividade da enzima SDH 

 

Essa atividade enzimática foi determinada em um meio de 

incubação constituído de tampão fosfato de potássio 40 mM, pH 7,4, 16 

mM de succinato de sódio e 8 μM de DCIP. Inicialmente, pré-incubou-

se o meio de incubação com 40-80 μg de proteínas do homogeneizado a 

30 
o
C por 20 minutos. Logo após, foram adicionados ao meio 4 mM de 

azida sódica, 7 μM de rotenona e 1 mM de metassulfato de fenazina e se 

iniciou a reação com a adição de 40 μM de DCIP. As absorvâncias 

foram registradas por 5 minutos a 600 nm. A atividade da SDH foi 

determinada pela diminuição da absorvância devida à redução do DCIP 

(Fischer et al., 1985). Os resultados estão expressos em nmol . min
-1

 . 

mg de proteína
-1

. 

 

3.3.5 Determinação da atividade da CK 
 

Após um período de 15 minutos de pré-incubação, a reação 

enzimática foi iniciada com a adição de ADP a uma concentração final 

de 3,2 mM em meio contendo 7,08 mM de fosfocreatina e de 0,8 a 1 μg 

de proteínas. Após 10 minutos de incubação, a reação foi interrompida 
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com ácido p-hidroximercuribenzoico 50 mM e a coloração rósea foi 

obtida pela adição de α-naftol 20 %, água destilada e diacetil 20 %. A 

leitura foi realizada por espectrofotometria a 540 nm, segundo o método 

de Hughes (1962). Para calcular a atividade enzimática, foi feita uma 

curva de calibração com creatina em diferentes concentrações. Os 

resultados estão expressos em µmol de creatina . min
-1

.mg de proteina
-1

. 

 

3.3.6 Determinação da concentração de citocinas 
 

As concentrações teciduais das citocinas IL-1β, IL-6, IL-10 e 

TNFα foram determinadas utilizando-se kits comerciais, seguindo as 

instruções fornecidas pelo fabricante (kDuoSet, R&D Systems, 

Minneapolis, EUA). Os resultados estão apresentados como μg/mL para 

IL-1β, IL-10 e TNFα e pg/mg de proteína para IL-6.  

 

3.3.7 Determinação da concentração de proteínas 
 

Foi realizada utilizando-se o método descrito por Lowry et al. 

(1951), usando-se albumina sérica bovina como padrão. 
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4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os resultados foram analisados utilizando o teste de análise de 

variância (ANOVA) de uma via seguida do teste post hoc dos raios 

múltiplos de Duncan quando o valor de F foi significativo. As análises 

estatísticas foram realizadas pelo programa IBM SPSS Statistics.  Foram 

consideradas diferenças estatisticamente significativas quando o valor 

de p<0,05. 
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5 RESULTADOS 

 

Inicialmente, foram avaliados parâmetros de função renal e 

hepática em animais com 7, 15, 30 e 60 dias de vida submetidos à 

administração de MMA e AA isoladamente ou associados. Foi 

observado que os animais com 7 dias de vida que receberam MMA ou 

AA isoladamente não apresentaram nenhuma alteração nos níveis 

séricos de ureia e creatinina. Entretanto, a administração de MMA e AA 

associados aumentou os níveis de creatinina em comparação com os 

animais do grupo controle (Figuras 7A e 7B). Adicionalmente, a TFG 

foi diminuída tanto pela administração de MMA e AA isoladamente 

quanto pela administração de uma combinação dos dois compostos 

(Figura 7E). Os níveis de AST e ALT não foram alterados pela 

administração isolada ou combinada de MMA e AA (Figuras 7C e 7D). 

 

 
Figura 7 – Efeito da administração de ácido metilmalônico (MMA) e acetato de 

amônio (AA) isoladamente ou em combinação sobre os níveis séricos de ureia 

(A), creatinina (B), aspartato aminotransferase (AST) (C) e alanina 

aminotransferase (ALT) (D) e taxa de filtração glomerular (TFG) (E) em soro 

de ratos com 7 dias de vida. Dados representam média ± erro padrão da média 

de 10 animais por grupo. *p<0,05; **p<0,01 comparado ao grupo controle 

(ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc dos raios múltiplos de 

Duncan). 

 
Por outro lado, os níveis de ureia, creatinina, AST e ALT e a TFG 

não foram alteradas pela administração isolada ou combinada de MMA 

e AA (Figura 8).  
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Figura 8 – Efeito da administração de ácido metilmalônico (MMA) e acetato de 

amônio (AA) isoladamente ou em combinação sobre os níveis séricos de ureia 

(A), creatinina (B), aspartato aminotransferase (AST) (C) e alanina 

aminotransferase (ALT) (D) e taxa de filtração glomerular (TFG) (E) em soro 

de ratos com 15 dias de vida. Dados representam média ± erro padrão da média 

de 10 animais por grupo. Não foi observada nenhuma alteração significativa 

estatisticamente entre os grupos (ANOVA de uma via). 

 

Após a administração de MMA e AA isoladamente ou associados, 

não foram observadas diferenças estatisticamente significativas entre os 

grupos nos níveis de ureia (Figura 9A), AST e ALT em soro de ratos 

com 30 dias de vida. Entretanto, os níveis séricos de creatinina 

encontraram-se aumentados nos animais que receberam AA 

isoladamente ou em combinação com MMA, mas não nos animais que 

receberam MMA isoladamente. Nesses mesmos animais, a TFG foi 

diminuída para presença tanto de MMA quanto de AA isoladamente ou 

em combinação (Figura 9). 
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Figura 9 – Efeito da administração de ácido metilmalônico (MMA) e acetato de 

amônio (AA) isoladamente ou em combinação sobre os níveis séricos de ureia 

(A), creatinina (B), aspartato aminotransferase (AST) (C) e alanina 

aminotransferase (ALT) (D) e taxa de filtração glomerular (TFG) (E) em soro 

de ratos com 30 dias de vida. Dados representam média ± erro padrão da média 

de 10 animais por grupo. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 em comparação ao 

grupo controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc dos raios 

múltiplos de Duncan). 

Os mesmos parâmetros foram também avaliado em soro de ratos 

com 60 dias de vida submetidos à administração de MMA associada ou 

não à administração de AA. Estes animais apresentaram aumento dos 

níveis de ureia, AST e ALT quando receberam a administração de MMA 

isoladamente ou em combinação com AA, mas não quando receberam 

AA isoladamente. Adicionalmente, a TFG foi diminuída nos 3 grupos 

experimentais, quando comparados ao controle (Figura 10). 
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Figura 10 – Efeito da administração de ácido metilmalônico (MMA) e acetato 

de amônio (AA) isoladamente ou em combinação sobre os níveis séricos de 

ureia (A), creatinina (B), aspartato aminotransferase (AST) (C) e alanina 

aminotransferase (ALT) (D) e taxa de filtração glomerular (TFG) (E) em soro 

de ratos com 60 dias de vida. Dados representam média ± erro padrão da média 

de 10 animais por grupo. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 em comparação ao 

grupo controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc dos raios 

múltiplos de Duncan). 

 
A seguir, foram realizados cortes histológicos para análise de 

tecido renal e hepático de animais com 7, 15, 30 e 60 dias de vida 

submetidos à administração de MMA e AA isoladamente ou em 

associação. Na Figura 11, pode-se observar  em cortes histológicos 

renais que o grupo controle mostrou vacuolizações citoplasmáticas nos 

túbulos proximais e alguns glomérulos com vacúolos. Animais que 

receberam MMA isoladamente apresentaram retração glomerular, 

túbulos distais dilatados e desestruturação celular. Nesse grupo, os 

animais apresentaram substituição do epitélio cúbico simples por tecido 

pavimentoso simples e os túbulos proximais apresentavam-se 

desorganizados e com retração glomerular. Os animais que receberam 

administração apenas de AA apresentaram vacuolizações 

citoplasmáticas dos túbulos proximais e distais e glomérulos com 

aspecto normal em algumas áreas e, em outras, com retração glomerular. 
Por outro lado, os animais do grupo MMA+AA apresentaram retração 

glomerular em algumas áreas, morfologia preservada em outras e 

vacuolizações citoplasmáticas.  

Em relação ao tecido hepático, animais do grupo controle não 

apresentaram eosinofilia citoplasmática, enquanto os que receberam a 
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administração de MMA apresentaram. Verificou-se também que os 

animais que receberam a administração de AA apresentaram eosinofilia 

e vacuolizações, com tumefação celular moderada nos hepatócitos. Os 

animais que foram submetidos à administração de ambos os compostos 

(MMA e AA) apresentaram eosinofilia, vacuolizações e tumefação 

acentuada nos hepatócitos.  

 

 
Figura 11. Fotomicrografia de cortes histológicos de rim e segmento do lobo 

hepático de ratos com 7 dias de vida submetidos à administração de ácido 

metilmalônico (MMA) e acetato de amônio (AA) isoladamente ou em 

combinação. Aumento: 10 e 25X.  

De acordo com a Figura 12, para o grupo de animais com 15 dias, 

a análise histológica do tecido renal para o grupo salina observa-se 

vacuolizações citoplasmáticas nos túbulos distais. Alguns glomérulos 

com vacúolos. Grupo MMA (1,67 µmol/g s.c.): túbulos distais dilatados 

e desestruturação celular; vacuolizações citoplasmáticas nos túbulos 

proximais (seta preta) e retração glomerular. Grupo AA (2,5 µmol/g. 

i.p.): vacuolizações citoplasmáticas dos túbulos proximais e distais; 

glomérulos com aspecto normal em algumas áreas e em outras com 

retração. Grupo MMA+AA: retração glomerular em algumas áreas e 

com morfologia preservada em outras; vacuolizações citoplasmáticas e 

substituição do epitélio cúbico simples por tecido pavimentoso simples 

(setas vermelhas). Fígado – Grupo Salina: mostra eosinofilia 

citoplasmática; Grupo MMA (1,67 µmol/g s.c.) vacuolizações e 

tumefação. Grupo AA (2,5 µmol/g. i.p.) mostra eosinofilia, 

vacuolizações e tumefação moderada. Grupo MMA+AA mostra 

eosinofilia (seta vermelha), vacuolizações e tumefação acentuada. Em 

todos se observa cordões de hepatócitos, veia centrolobular e capilares 

sinusoidais. (vcl) veia centro lobular; (cs) capilar sinusóide; (dc) ducto 

hepático; cordões de hepatócitos (ponta de seta preta); Células 

eosinofílicas citoplasmáticas (ponta de seta vermelha). 



46 

 

Figura 12. Fotomicrografia de cortes histológicos de rim e segmento do lobo 

hepático de ratos com 15 dias de vida submetidos à administração de ácido 

metilmalônico (MMA) e acetato de amônio (AA) isoladamente ou em 

combinação. Aumento: 10 e 25X. 

A Figura 13 mostra fotomicrografias de segmento de rim e de 

fígado de ratos com 30 dias de vida que receberam MMA e/ou AA. O 

grupo controle apresentou arquitetura glomerular e túbulos renais 

preservados. Por outro lado, cortes histológicos de rim dos ratos do 

grupo MMA demonstraram morfologia de células dos túbulos proximais 

alargados e discreta alteração da morfologia do glomérulo, bem como 

aumento do espaço de Bowman. Quando administrado isoladamente, o 

AA ocasionou apenas dilatação tubular. Por outro lado, o tecido renal 

dos animais do grupo MMA+AA apresentou retração glomerular, 

desintegração da sua arquitetura, aumento do espaço de Bowman e 

tumefação tubular. A mesma figura mostra histologia de lobo hepático 

de ratos com 30 dias de vida. O grupo controle apresentou eosinofilia 

citoplasmática. Isoladamente, o MMA também não ocasionou alterações 

significativas no tecido hepático, apenas pequenos focos inflamatórios. 

Por outro lado, o tecido hepáticos dos animais dos grupos AA e 

MMA+AA apresentou eosinofilia e vacuolizações. Entretanto, o grupo 

AA apresentou tumefação moderada, enquanto o grupo MMA+AA 

apresentou tumefação acentuada. 
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Figura 13 - Fotomicrografia de cortes histológicos de rim e segmento do lobo 

hepático de ratos com 30 dias de vida submetidos à administração de ácido 

metilmalônico (MMA) e acetato de amônio (AA) isoladamente ou em 

combinação. Aumento: 10 e 25X. 

 Na Figura 14, são apresentadas fotomicrografias de segmento 

de tecido renal e hepático de animais com 60 dias de vida. Os ratos do 

grupo controle apresentaram glomérulos e túbulos renais preservados. 

Os animais do grupo MMA apresentaram tumefação glomerular, 

desestruturação, dilatação dos túbulos e ausência de núcleos em algumas 

áreas dos túbulos proximais. Além disso, no tecido renal dos animais do 

grupo AA foram identificadas congestão vascular, tumefação tubular, 

presença de neutrófilos e redução do espaço de filtração glomerular. O 

grupo MMA+AA apresentou destruição de túbulos proximais e distais, 

redução do espaço de filtração, estruturas corticais desestruturadas e 

dilatação tubular (detalhe ao centro). A mesma figura mostra 

fotomicrografias de tecido hepático de animais com 60 dias de idade. Os 

animais que receberam MMA apresentaram congestão das estruturas da 

veia centrolobular e do tecido intersticial. Tumefação hepatocítica com 

focos inflamatórios, dificultando a visualização dos capilares sinusoide, 

também foi observada. Animais que receberam apenas AA  

apresentaram eosinofilia, vacuolizações e tumefação moderada do 

tecido hepático, enquanto os animais que receberam a associação de 

MMA e AA mostraram eosinofilia, vacuolizações e tumefação 
acentuada. Em todos os grupos se observam cordões de hepatócitos, 

veia centrolobular e capilares sinusoidais. 
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Figura 14 - Fotomicrografia de cortes histológicos de rim e segmento do lobo 

hepático de ratos com 60 dias de vida submetidos à administração de ácido 

metilmalônico (MMA) e acetato de amônio (AA) isoladamente ou em 

combinação. Aumento: 10 e 25X. 

 

O próximo passo foi investigar o efeito da administração de 

MMA e/ou AA sobre parâmetros bioenergéticos em ratos de 15, 30 e 60 

dias. Inicialmente, avaliou-se os efeitos da administração de MMA 

associado ou não com AA, sobre a atividade da enzima CK. Pode-se 

observar na Figura 15 que essa atividade foi inibida apenas no tecido 

hepático de animais com 60 dias de vida pertencentes aos grupos AA e 

MMA+AA, em comparação ao grupo controle, sem qualquer alteração 

no tecido renal dos mesmos animais (Tabela 1).  

 
Tabela 1 – Efeito da administração de ácido metilmalônico (MMA), 

associado ou não a acetato de amônio (AA), sobre a atividade da 

enzima creatina cinase (CK) em fígado e rins de ratos em diferentes 

estágios de desenvolvimento. 

 

Tecido Controle MMA AA MMA+AA 

Ratos com 15 dias de vida 

Fígado 0,164 ± 0,01 0,168 ± 0,02 0,156 ± 

0,09 

0,190 ± 0,02 

Rim 0,190 ± 0,01 0,158 ± 0,06 0,174 ± 

0,10 

0,216 ± 0,02 
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Ratos com 30 dias de vida 

Fígado 0,325 ± 0,03 0,409 ± 0,06 0,416 ± 

0,06 

0,254 ± 0,03 

Rim 0,331 ± 0,04 0,327 ± 0,06 0,347 ± 

0,01 

0,265 ± 0,06 

Ratos com 60 dias de vida 

ígado 0,126 ± 0,02 0,094 ± 0,01 0,070 ± 

0,01* 

0,880 ± 0,14* 

Rim 0,096 ± 0,01 0,144 ± 0,03 0,122 ± 

0,002 

0,100 ± 0,01 

Os resultados representam média ± erro padrão da média de 6 animais por 

grupo experimental e estão expressos em 
-1

 . mg proteína
-

1
. *p<0,05 em comparação com o grupo controle (ANOVA de uma via seguida 

pelo teste post hoc dos raios múltiplos de Duncan). 

 
A seguir, foram avaliadas as atividades das enzimas do ciclo de 

Krebs CS e SDH em rim e fígado de ratos em diferentes estágios de 

desenvolvimento submetidos a um modelo experimental de MMAemia 

associado ou não à hiperamonemia. Como observado na figura 15, a 

administração de MMA isoladamente aumentou a atividade da CS em 

tecido hepático e inibiu a mesma atividade no tecido renal (Figuras 15A 

e 15C). Adicionalmente, a administração concomitante de MMA e AA 

induziu um aumento das atividades da CS e SDH em tecido hepático e 

renal, respectivamente (Figuras 15A e 15D). Não houve alteração 

estatisticamente significativa da atividade da enzima SDH em fígado de 

animais de 15 dias (Figura 15B) . 
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Figura 15 - Efeito da administração de ácido metilmalônico (MMA) 

isoladamente ou em combinação com acetato de amônio (AA) sobre a atividade 

das enzimas citrato sintase (CS) e succinato desidrogenase (SDH) em fígado e 

rim de ratos de 15 dias de vida: (A) atividade da enzima CS no tecido hepático; 

(B) atividade da enzima SDH no tecido hepático; (C) atividade da enzima CS no 

tecido renal; (D) atividade da enzima SDH no tecido renal. Os resultados 

representam média ± erro padrão da média de 5 animais em cada grupo 

experimental e estão expressos em nmol.min
-1

.mg de proteina
-1

. *p<0,05; 

**p<0,01 comparado ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste 

post hoc dos raios múltiplos de Duncan). 

 
Em animais com 30 dias de vida, observou-se um aumento da 

atividade da enzima SDH em tecido hepático de animais submetidos à 

administração isolada de AA. Os animais dos grupos MMA e 

MMA+AA apresentaram atividade aumentada dessa mesma enzima em 

fígado (Figura 16B), porém foi observada uma inibição da atividade da 

SDH em rins (Figura 16D). Por outro lado, não foi observada alteração 

significativa da atividade da enzima CS em nenhum dos tecidos 

avaliados (Figuras 16A e 16C). 
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Figura 16 - Efeito da administração de ácido metilmalônico (MMA) 

isoladamente ou em combinação com acetato de amônio (AA) sobre a atividade 

das enzimas citrato sintase (CS) e succinato desidrogenase (SDH) em fígado e 

rim de ratos de 30 dias de vida: (A) atividade da enzima CS no tecido hepático; 

(B) atividade da enzima SDH no tecido hepático; (C) atividade da enzima CS no 

tecido renal; (D) atividade da enzima SDH no tecido renal. Os resultados 

representam média ± erro padrão da média de 5 animais em cada grupo 

experimental e estão expressos em nmol.min
-1

.mg de proteina
-1

. *p<0,05; 

**p<0,01 comparado ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste 

post hoc dos raios múltiplos de Duncan). 

Adicionalmente, as mesmas atividades enzimáticas foram 

avaliadas em fígado e rim de ratos com 60 dias de vida submetidos à 

administração de MMA e/ou AA. A figura 17 demonstra que a 

administração isolada de AA e em combinação com MMA inibiu a 

atividade da enzima SDH no tecido hepático, mas aumentou essa 

atividade em rim (Figuras 17B e 17D, respectivamente). Por outro lado, 

não foi observada alteração significativa da atividade da enzima CS em 

nenhum dos tecidos avaliados (Figuras 17A e 17C). 
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Figura 17 - Efeito da administração de ácido metilmalônico (MMA) 

isoladamente ou em combinação com acetato de amônio (AA) sobre a atividade 

das enzimas citrato sintase (CS) e succinato desidrogenase (SDH) em fígado e 

rim de ratos de 60 dias de vida: (A) atividade da enzima CS no tecido hepático; 

(B) atividade da enzima SDH no tecido hepático; (C) atividade da enzima CS no 

tecido renal; (D) atividade da enzima SDH no tecido renal. Os resultados 

representam média ± erro padrão da média de 5 animais em cada grupo 

experimental e estão expressos em nmol.min
-1

.mg de proteina
-1

. *p<0,05; 

**p<0,01 comparado ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste 

post hoc dos raios múltiplos de Duncan). 

A seguir, investigou-se os efeitos da administração de MMA, 

combinado ou não com AA, em fígado e rins de ratos em diferentes 

estágios do desenvolvimento sobre a atividade dos complexos da cadeia 

respiratória mitocondrial. Em animais com 15 dias de vida,  foi 

observado um aumento da atividade do complexo IV da cadeia 

respiratória em rim de animais pertencentes ao grupo MMA+AA (Figura 

18D). As demais atividades não foram alteradas pela administração de 

MMA e/ou AA.  
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Figura 18 - Efeito da administração de ácido metilmalônico (MMA) e/ou 

acetato de amônio (AA) sobre a atividade dos complexos I (A), II (B), II-III (C) 

e IV (D) da cadeia respiratória em rim de ratos com 15 dias de vida. Os dados 

representam média ± erro padrão da média de 5 animais em cada grupo 

experimental e estão expressos em nmol. min
-1

. mg de proteina
-1

. **p<0,01 

comparado ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc 

dos raios múltiplos de Duncan). 

Por outro lado, a atividade do complexo II-III da cadeia 

respiratória foi aumentada em fígado de animais de 15 dias de vida 

pertencentes ao grupo MMA+AA (Figura 19C). As atividades dos 

demais complexos da cadeia respiratória não foram alteradas no tecido 

hepático dos mesmos animais. 
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Figura 19 - Efeito da administração de ácido metilmalônico (MMA) e/ou 

acetato de amônio (AA) sobre a atividade dos complexos I (A), II (B), II-III (C) 

e IV (D) da cadeia respiratória em fígado de ratos com 15 dias de vida. Os 

dados representam média ± erro padrão da média de 5 animais em cada grupo 

experimental e estão expressos em nmol. min
-1

. mg de proteina
-1

. **p<0,01 

comparado ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc 

dos raios múltiplos de Duncan). 

Além disso, foram avaliadas as atividades dos complexos da 

cadeia respiratória em homogeneizados de rim e fígado de ratos com 30 

dias de vida. A administração combinada de MMA e AA causou 

diminuição das atividades dos complexos II e II-III em tecido renal de 

ratos. Por outro lado, não houve alteração das demais atividades 

enzimáticas neste tecido (Figura 20). 



55 

 
Figura 20 - Efeito da administração de ácido metilmalônico (MMA) e/ou 

acetato de amônio (AA) sobre a atividade dos complexos I (A), II (B), II-III (C) 

e IV (D) da cadeia respiratória em rim de ratos com 30 dias de vida. Os dados 

representam média ± erro padrão da média de 5 animais em cada grupo 

experimental e estão expressos em nmol. min
-1

. mg de proteina
-1

. *p<0,05 

comparado ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc 

dos raios múltiplos de Duncan). 

Em homogeneizado de tecido hepático, pode-se observar um 

aumento da atividade do complexo I e uma inibição do complexo II da 

cadeia respiratória em animais submetidos à administração de MMA 

isoladamente e associado ao AA. Não foram identificadas alterações 

estatisticamente significativas nas demais atividades enzimáticas no 

tecido hepático (Figura 21). 
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Figura 21 - Efeito da administração de ácido metilmalônico (MMA) e/ou 

acetato de amônio (AA) sobre a atividade dos complexos I (A), II (B), II-III (C) 

e IV (D) da cadeia respiratória em fígado de ratos com 30 dias de vida. Os 

dados representam média ± erro padrão da média de 5 animais em cada grupo 

experimental e estão expressos em nmol. min
-1

. mg de proteina
-1

. **p<0,01 

comparado ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc 

dos raios múltiplos de Duncan). 

Em homogeneizado de tecido renal de animais com 60 dias de 

vida, a administração isolada de MMA inibiu a atividade do complexo 

IV da cadeia respiratória, o que não ocorreu quando uma associação de 

MMA e AA foi administrada (Figura 22D). As atividades dos complexos 

I, II e II-III não foram alteradas em nenhum dos grupos experimentais 

em rim de animais com 60 dias de vida. 
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Figura 22 - Efeito da administração de ácido metilmalônico (MMA) e/ou 

acetato de amônio (AA) sobre a atividade dos complexos I (A), II (B), II-III (C) 

e IV (D) da cadeia respiratória em rim de ratos com 60 dias de vida. Os dados 

representam média ± erro padrão da média de 5 animais em cada grupo 

experimental e estão expressos em nmol. min
-1

. mg de proteina
-1

. **p<0,01 

comparado ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc 

dos raios múltiplos de Duncan). 

Por outro lado, não houve nenhuma alteração significativa das 

atividades dos complexos I, II, II-III e IV da cadeia respiratória 

mitocondrial em tecido hepáticos de animais com 60 dias de vida 

submetidos à administração isolada ou associada de MMA e AA (Figura 

23). 
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Figura 23 - Efeito da administração de ácido metilmalônico (MMA) e/ou 

acetato de amônio (AA) sobre a atividade dos complexos I (A), II (B), II-III (C) 

e IV (D) da cadeia respiratória em fígado de ratos com 60 dias de vida. Os 

dados representam média ± erro padrão da média de 5 animais em cada grupo 

experimental e estão expressos em nmol. min
-1

. mg de proteina
-1

. Não houve 

diferença significativa entre os grupos (ANOVA de uma via). 

 
Por fim, foram avaliados parâmetros inflamatórios em rim e 

fígado de ratos com 30 dias de vida submetidos à administração 

conjunta ou separada de MMA e AA. Inicialmente, foram avaliados os 

níveis das citocinas IL-1β, IL-6 e TNFα em homogeneizados de tecido 

hepático. Nestas amostras, foram observados aumento dos níveis IL-6 

nos animais do grupo MMA+AA (Figura 24B) e aumento dos níveis de 

TNFα nos grupos experimentais AA, MMA e MMA+AA (Figura 24C). 

Diferentemente desses achados, os níveis de IL-1β nessas amostras não 

foram alterados em nenhum dos grupos experimentais (Figura 24A). 
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Figura 24- Efeito da administração de ácido metilmalônico (MMA) e/ou 

acetato de amônio (AA) sobre os níveis IL-1β (A), IL-6 (B) e TNFα (C) em 

fígado de ratos com 30 dias de vida. Os dados representam média ± erro padrão 

da média de 5 animais em cada grupo experimental e estão expressos em μg . 

mL
-1

 (IL-1β  e TNFα) ou pg . mg de proteína
-1

 (IL-6). *p<0,05 comparado ao 

grupo controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc dos raios 

múltiplos de Duncan). 

Finalmente, foram avaliados os níveis de citocinas em 

homogeneizados de tecido renal de animais com 30 dias de vida que 

receberam administração combinada ou isolada de MMA e AA. As 

figuras 25A e 25B demonstram que, por um lado, não houve alteração 

dos níveis de IL-1β e IL-6, respectivamente, nesse tecido. Por outro 

lado, os níveis de TNFα foram aumentados significativamente no rim de 

animais que receberam MMA isoladamente ou associado ao AA (Figura 

25C). 
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Figura 25 - Efeito da administração de ácido metilmalônico (MMA) e/ou 

acetato de amônio (AA) sobre os níveis IL-1β (A), IL-6 (B) e TNFα (C) em rim 

de ratos com 30 dias de vida. Os dados representam média ± erro padrão da 

média de 5 animais em cada grupo experimental e estão expressos em μg . mL
-1

 

(IL-1β  e TNFα) ou pg . mg de proteína
-1

 (IL-6). ***p<0,001 comparado ao 

grupo controle (ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc dos raios 

múltiplos de Duncan) 
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6 DISCUSSÃO 

 

Apesar dos diversos estudos investigando a fisiopatologia da 

MMAemia, os exatos mecanismos que levam ao marcado dano tecidual 

nos pacientes ainda não estão esclarecidos. Além disso, Chandler et al. 

(2007) descreveram que uma crise metabólica desenvolvida nas 

primeiras 24-48 horas pode ser fatal em animais e que, nessas situação, 

os níveis de MMA foram dramaticamente elevados em músculo 

esquelético, rins, fígado e cérebro desses animais. Com a evolução da 

doença observou-se elevação extrema de MMA em diversos tecidos, 

principalmente no fígado. Além do acúmulo de MMA nos tecidos, a 

hiperamonemia é um achado bioquímico comumente encontrado em 

pacientes afetados pela MMAemia (Fenton et al., 2001; Fenton e 

Rosenberg, 2001). No presente estudo, avaliou-se o efeito da 

administração aguda de MMA sobre a função e a histologia hepática e 

renal, bem como o efeito destes tratamentos isolados ou em combinação 

sobre parâmetros inflamatórios e de bioenergética em fígado e rim de 

ratos em diferentes estágios de desenvolvimento.  

Inicialmente, este estudo demonstrou que a administração isolada 

de MMA diminuiu significativamente a atividade da função excretora 

dos rins nos animais com 7, 30 e 60 dias de vida, o que foi evidenciado 

através de alterações nos níveis séricos de ureia e de creatinina e pela 

TFG. Estes dados estão em concordância com os descritos por Humer et 

al. (2014), que observaram a ocorrência de síndrome urêmica em 

aproximadamente 50 % dos pacientes acometidos pela MMAemia. 

Segundo Manoli e Venditti (2010), a MMAemia, além de complicações 

que acometem o sistema nervoso central e descompensações 

metabólicas sistêmicas, apresenta complicações secundárias como 

nefrite no túbulo intersticial e doença renal progressiva. Nesse contexto, 

foram observadas neste trabalho alterações das estruturas responsáveis 

pela filtração glomerular como alterações da estrutura glomerular, 

túbulos proximais e distais, além de substituição do epitélio em algumas 

áreas, o que poderia explicar as alterações na função renal destes 

animais e corroborar os estudos que demonstram alterações histológicas 

em rim de pacientes afetados pela MMAemia e em modelos animais 

genéticos desta doença (Morath et al., 2013).  

Fischer et al. (2014) descreveram que a recuperação da função 

renal é pouco significativa quando a sintomatologia não oferece 

subsídios consistentes para relacionar o quadro clínico com a sua causa. 

Nestes casos, a alteração genética só é descoberta após sucessivas 

internações hospitalares, com sintomas heterogêneos, e com importante 
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perda da função excretora renal (Bouts et al., 2010). Brassier et al. 

(2013) referem que a função renal não é sempre recuperada após 

transplante em pacientes com MMAemia, e que nestes podem ser 

comumente observadas fibrose intersticial e atrofia tubular, sem a 

melhora da toxicidade sistêmica provocada pelo dano renal, que pode 

ser evidenciada pelos altos níveis séricos de creatinina. Disfunção 

tubular renal com progressão para nefrite crônica tubulointersticial foi 

observada em estágios avançados da doença renal. Esta característica é 

uma manifestação comum na MMAemia, bem como são pancreatite, 

acidente vascular cerebral, atrofia do nervo óptico, disfunção imune e 

especialmente doença renal (Manoli et al., 2013). 

Manoli e Venditti (2010) descreveram que a morbidade a longo 

prazo na MMAemia inclui insuficiência renal, necessitando de 

hemodiálise e/ou transplante renal, cardiomiopatia e atraso no 

crescimento e no desenvolvimento, além de alterações no sistema 

nervoso central. Höster et al. (2007) encontraram nefrite 

tubulointersticial e perda progressiva da função renal em todos os 

pacientes, incluindo aqueles que aparentam ser pouco afetados ou que 

receberam transplante hepático. Adicionalmente, Manoli et al. (2013) 

descreveram disfunção tubulointersticial, nefrite, instabilidade 

metabólica, complicações sistêmicas e alta letalidade em pacientes com 

MMAemia, além de redução da TFG, degeneração mitocondrial, 

visualizadas através de megamitocôndrias, e redução da atividade da 

enzima citocromo c oxidase no tecido renal. A hipótese mais aceita 

como causa dessas alterações é a de que o MMA cause nefrotoxicidade 

direta. Nesse sentido, Viegas et al. (2014), em análise histológica de 

tecido cerebral após administração intracerebroventricular de MMA em 

animais submetidos a um modelo experimental de hiperamonemia, 

encontraram vacuolizações, edema pericelular, isquemia, alterações do 

estado redox e anormalidades morfológicas das estruturas cerebrais. 

Algumas dessas alterações são similares às encontradas no tecido renal 

no presente estudo, incluindo vacuolização, desestruturação celular com 

desintegração da sua estrutura tecidual, alteração do epitélio e retração 

glomerular. 

Além de alterações renais, danos hepáticos encontrados em 

pacientes acometidos pela MMAemia como os descritos por Brassier et 

al. (2013) também foram encontrados no presente modelo experimental. 

Neste sentido, observou-se aumento estatisticamente significativo da 

atividade das enzimas AST e ALT em animais com 60 dias de vida que 

receberam o MMA isoladamente ou em combinação com AA. Também 

foram observadas alterações histológicas hepáticas nos diferentes 
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estágios de desenvolvimento investigados neste estudo. No entanto, um 

estudo em que foram avaliadas crianças com hiperamonemia primária 

em acompanhamento clínico não encontrou diferenças significativas no 

crescimento e no desenvolvimento ou em indicadores séricos 

bioquímicos como citrulina, albumina e proteínas totais (Pei et al., 

2015). Contudo, em algumas crianças foi possível observar desnutrição 

e microcefalia além de deficiência intelectual, reforçando a proposta da 

toxicidade da amônia. Neste contextoo, a insuficiência hepática aguda 

foi relacionada a um comprometimento da função encefálica, 

provavelmente secundária ao aumento da amônia e inflamação crônica 

deste órgão (Chanprasert e Scaglia, 2015). Sokal et al. (2014) descreve 

alterações na estrutura do parênquima hepático compatíveis com fibrose 

e hepatopatia crônica, além de alterações metabólicas e processo 

inflamatório crônico, resultando na necessidade de transplante hepático 

para a correção parcial da sintomatologia e do curso da doença. Este 

mesmo trabalho mostrou aumento nos níveis teciduais de TNFα, 

indicando um processo inflamatório, o que está em concordância com os 

achados do presente estudo.  

Complicações devidas ao comprometimento da função renal e 

hepática, como acidose metabólica e hiperamonemia, foram descritas 

anteriormente em pacientes acometidos pela MMAemia em diversos 

estudos (Leonard 2000; Als-Nelsen et al., 2004; de Baulny et al., 2005; 

Seashore et al., 2009; Vernon et al., 2014). Também deve-se ressaltar 

que outros sintomas pouco específicos que podem ter correlação com a 

disfunção renal e hepática, como encefalopatia, coma e cardiomiopatia 

mostrando intervalo Q-T prolongado, também são frequentemente 

descritos em pacientes acometidos pela MMAemia (Grünert et al., 2012; 

Imen et al., 2012).  

No presente estudo, também foi demonstrado que a administração 

isolada de MMA altera a atividade de importantes enzimas envolvidas 

na bioenergética celular em rim e fígado de ratos em diferentes estágios 

do desenvolvimento. Primeiramente, foram observadas alterações na 

atividade da CK, enzima importante para o tamponamento energético 

celular, no tecido hepático dos animais dos grupos AA e MMA+AA. 

Adicionalmente, foram observadas alterações nas atividades de duas 

importantes enzimas do ciclo de Krebs, a CS e a SDH. Esses achados 

são corroborados por estudos anteriores que demonstraram que o MMA 

in vitro causa inibição da atividade da SDH em rim e fígado de ratos 

jovens (Brusque et al., 2002; Pettenuzzo et al., 2006; Schuck et al., 

2013). Também foram evidenciadas alterações em atividades dos 

complexos da cadeia respiratória mitocondrial nos dois tecidos 



64 

avaliados dos animais submetidos ao protocolo experimental usado 

neste trabalho. Uma disfunção da cadeia respiratória pode elevar a 

geração de ERO e inibir a síntese de ATP, distúrbios na homeostasia do 

cálcio intracelular, desequilíbrio proteico citosólico e mitocondrial, 

mitofagia e morte celular (Topf et al., 2016), o que poderia explicar, ao 

menos parcialmente, a suscetibilidade destes tecidos nos pacientes 

acometidos pela MMAemia. Neste cenário, Chandler et al. (2013) 

observaram mitocôndrias anormais nos túbulos proximais e abundância 

de cópias de mtDNA no fígado de animais mut
-/-

, além de reduzida 

capacidade enzimática. 

Da mesma forma, os efeitos da administração isolada de amônia 

também foram investigados no presente estudo. Neste sentido, sabe-se 

que a amônia, em altas concentrações, pode inibir as enzimas do ciclo 

de Krebs (Lai e Cooper, 1991). Além disso, foi reportado que a 

intoxicação aguda por amônia leva a um aumento dos níveis séricos de 

lactato e piruvato, bem como aumento da razão [NAD
+
]/[NADH] 

mitocondrial e redução da razão [NAD
+
]/[NADH] citosólica (Hindefelt 

e Siesjõ, 1971; Hawkins et al., 1973; Hindefelt et al., 1977), indicando 

que os mecanismos de toxicidade da amônia podem envolver depleção 

de ATP intracelular e desequilíbrio redox (Hawkins et al., 1973). 

Considera-se hiperamonemia quando os níveis plasmáticos deste 

composto nitrogenado encontram-se superiores a 50 μmol/L em 

indivíduos adultos ou maior do que 100 μmol/L em recém-nascidos. No 

entanto, foi observado que, na dose e regime de tratamento escolhidos 

no presente estudo, a administração de amônia isoladamente apresentou 

um baixo potencial de toxicidade, permitindo, assim, a verificação de 

efeitos sinérgicos entre a ação desta biomolécula e do MMA.  

Por fim, foram avaliados marcadores de processos inflamatórios 

em tecidos renal e hepático de animais submetidos ao protocolo 

experimental apresentado no presente estudo. Foi observado um 

aumento dos níveis de IL-6 apenas no fígado dos animais pertencentes 

ao grupo MMA+AA, sugerindo um efeito sinérgico entre os dois 

compostos. Por outro lado, houve aumento da citocina pró-inflamatória 

TNFα em ambos os tecidos avaliados dos animais que receberam 

administração isolada de MMA ou associado ao AA. Nesse sentido, Fu 

et al. (2012) descreveram que níveis elevados de citocinas pró-

inflamatórias, tais como TNFα, IL-1β e IL-6, levam a doença 

inflamatória, desencadeando uma cascata de eventos que pode culminar 

em coagulopatia pulmonar. Essas moléculas pró-inflamatórias podem 

ativar a cascata de coagulação através do fator estimulador de tecido, 

resultando na deposição de fibrina na microvasculatura pulmonar. 
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Vários estudos podem ser tomados como resultado final de processos 

inflamatórios. Koenig et al. (2015) descreveram insuficiência renal 

aguda ou crônica como resultado de nefrite tubulointersticial, 

microangiopatia trombótica, síndrome hemolítica urêmica com 

hemólise, hipertensão arterial, proteinúria, hematúria, 

glomeruloesclerose e glomerulopatia atípica. Além disso, Sharma et al. 

(2007) e Humer et al. (2014) descreveram doença multissistêmica com 

sintomatologia heterogênea incluindo complicações neurológicas, 

neuropsiquiátricas, hematológicas, renais e trombóticas. Ainda, D’angio 

et al. (2001) observaram nefrite túbulo-intersticial com infiltração de 

células mononucleares, fibrose intersticial e atrofia tubular, sendo a 

alteração tubular relatada como efeito secundário ao dano tubular. 

Adicionalmente, Sokal et al. (2014) descreveram alterações na estrutura 

do parênquima hepático, como fibrose e hepatopatia crônica, além de 

alterações metabólicas e processo inflamatório crônico, havendo 

similaridade com os achado do estudo atual no que se refere ao TNFα. 

Neste cenário, Labouesse et al. (2015) ressaltam que estes distúrbios 

tem potencial para alterar a homeostasia do metabolismo da glicose, 

levar a resistência à insulina, aumentar a permeabilidade vascular e 

alterar a composição da microbiota, além de déficits comportamentais e 

cognitivos.  

Teixeira et al. (2014) destacaram que a IL-6 é uma importante 

citocina envolvida em diversos processos imunológicos, atuando na 

regulação metabólica e que, durante uma reação inflamatória, pode 

ocasionar efeitos deletérios em diversos órgãos. Neste sentido, o 

aumento dos níveis séricos de IL-6 pode inibir a enzima óxido nítrico 

sintase endotelial, facilitando a formação de trombos e, 

consequentemente, aumentando o risco de eventos cardiovasculares.  

Hein  et al. (2009) destacaram a influência da inflamação sobre a 

geração de ERO, piorando a disfunção endotelial. Estes eventos, 

segundo Verma et al. (2006), seriam levados a cabo através de fatores 

pró-inflamatórios como IL-6 e TNFα, podendo estes estarem implicados 

na fisiopatologia da disfunção cardiovascular como manifestação da 

MMAemia congênita ou quando esta se manifesta na tenra idade.  

Colín-Gonzáles et al. (2015) postularam que o MMA pode ser um 

ativador de processos inflamatórios e, com a permanência do processo, 

este distúrbio poderia desempenhar função importante na degeneração 

celular durante episódios patológicos. Infantino et al. (2013) 

descreveram que há evidências crescentes relacionando o déficit do 

metabolismo energético com eventos inflamatórios mediados pela 

enzima citrato liase, e que estes processos podem estar na base da 



66 

patogênese de alguns processos patológicos humanos. Neste contexto, 

Ribeiro et al. (2013) encontraram em ratos administrados com o MMA 

uma redução do número de neutrófilos polimorfonucleares e aumento 

dos níveis de IL-1β e TNFα no sangue e no tecido cerebral.  

A deterioração da função encefálica devido a alterações 

metabólicas podem ser consequência dos efeitos deletérios causados 

pelo diretamente pelo MMA ou secundária à hepatopatia desencadeada 

poe este ácido orgânico. Esta última pode levar à hiperamonemia e, 

consequentemente, à encefalopatia hepática. Braissant et al. (2013) 

descreveram que a hiperamonemia provoca danos irreversíveis ao 

desenvolvimento sistema nervoso central, tais como atrofia cortical, 

alargamento ventricular e desmielinização, e estas alterações podem 

levar a disfunção cognitiva, convulsões e paralisia cerebral. Nesse 

sentido, Aghaei et al. (2016) encontraram alterações nas propriedades 

eletrofisiológicas intrínsecas do tecido nervoso em um modelo animal 

de encefalopatia hepática. Através de investigações neuropatológicas 

Brissant (2010) e Butterworth (2015) citam que a insuficiência hepática 

provoca distúrbio metabólico, edema astrocitário, citotoxidade, 

hipertensão intracraniana e aumento da ativação de células gliais como 

resposta inflamatória. Ainda, Aldridge et al. (2015) descreveram que a 

patogênese da encefalopatia hepática associada à hiperamonemia pode 

estar relacionada com uma complexa rede de eventos em várias rotas 

metabólicas relacionadas a processo inflamatório, imunossupressão e 

indução de estresse oxidativo.  

Baumgartner et al. (2014) descrevem que, na MMAemia, os 

sintomas podem variar consideravelmente de acordo com o estágio de 

desenvolvimento do paciente, podendo apresentar comprometimento de 

sistemas e órgãos diferentes. Deve-se ressaltar que, na adolescência, 

comumente são encontrados episódios de alterações do estado mental, 

perda da consciência, encefalopatia, falência de múltiplos órgãos, 

colapso circulatório, cefaleia, dores abdominais, vômitos, atraso do 

desenvolvimento neuropsicomotor e da aprendizagem nestes pacientes 

(Ahrens-Nicklas et al., 2015). Neste sentido, o presente trabalho é o 

primeiro a comparar efeitos tóxicos do MMA associado à 

hiperamonemia em diferentes idades. Interessantemente, os efeitos 

encontrados neste estudo foram mais proeminentes nas idades mais 

avançadas aqui estudadas, o que poderia ser devido à maior plasticidade 

tecidual de animais jovens. 

Diversos estudos investigaram a toxicidade isolada do MMA 

(Wajner et al., 1992; Calabresi et al., 1998; McLaughlin et al., 1998; 

Okun et al., 2002; Brusque et al., 2002; Marisco et al., 2003; Royes  et 
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al., 2003; Fleck et al., 2004) e tais achados, associados aos resultados do 

presente estudo, corroboram a hipótese de que a toxicidade deste ácido 

orgânico é responsável pelos danos renais e hepáticos na MMAemia. No 

presente estudo, foi demonstrado pela primeira vez que os efeitos 

tóxicos do MMA são potencializados pela administração simultânea de 

AA. É importante ressaltar que 70 % dos pacientes acometidos por esta 

doença apresentam hiperamonemia (Fenton e Rosenberg, 1995), 

indicando a relevância da combinação dos efeitos destes compostos para 

o desenvolvimento dos sintomas clínicos. Neste sentido, os resultados 

do presente estudo indicam que a hiperamonemia potencializa os efeitos 

do MMA em fígado e rim de ratos em diferentes estágios do 

desenvolvimento, particularmente sobre a bioenergética, processos 

inflamatórios e função e histologia hepática e renal. Acredita-se que o 

entendimento dos exatos mecanismos que levam ao dano tecidual 

auxiliará no desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas para os 

pacientes acometidos pela MMAemia. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 

- O MMA induz alterações histológicas e altera parâmetros de 

bioenergética em tecidos renal e hepático;  

 

- O AA e o MMA apresentam efeito sinérgico sobre histologia 

celular e parâmetros de bioenergética e de inflamação;  

 

- Os achados do presente trabalho sugerem a participação do 

MMA associado à hiperamonemia nos mecanismos fisiopatológicos da 

MMAemia. 
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