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INTRODUCAO

A composicdo do liquido céfalo-raquidiano muito se assemelha
a da plasma no que diz respeito as moléculas de baixo péso mole-
cular, fato que nao ocorre com as proteinas cuja concentracdo é
muito mais alta no plasma do que no liquor, o que determina, em
acordo com o equilibrio de Gibbs-Donan, que maior concentragao
de cloretos no liquor substitua as proteinas plasmaticas.

Merecem especial discussdo certos aspectos que dizem respeito
as propriedades isosmdticas dos fluidos intra e extra celular do
cérebro, onde a soma dos anions simples e dos cétions é da ordem
de 250 n equiv., dentre o total de 300 equiv., mas, de acérdo com
0 que assinala Mcllwain (11), a distribuicdo entre anions e ca-
tions ndo é regular. Vé-se, assim, por exemplo, que entre o cére-
bro e o plasma ou o liquor, a concentragdo total de cations, espe-
cialmente na forma de Na + e K + é o maior no cérebro, enquan-
to que a concentracdo de ion cloreto corresponde no plasma e no
liguor a cérca de 65 a 85% dos anions, fato que nao ocorre com o
cérebro. Dos anions, 0s que em maior concentragdo se encontram
no cérebro sdo os fosfatos orgénicos e os &cidos orgéanicos, entre
0s quais o0 acido N-acetil-L-aspartico (12). Do ponto de vista das
proteinas é importante assinalar 40 £ equiv. do déficit é coberto
pelas proteinas cerebrais.
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E evidente que o problema do nivel de proteinas liquéricas
implica na importante questdo da origem de tais proteinas, ja que
a circulacdo do liquido céfalo-raquidiano é ainda assunto contro-
verso. Segundo as antigas observacfes de Weed (19), a maior
absorcdo de liquido céfalo-raquidiano ocorre diretamente para o
seio venoso durai por meio das “villi” aracndides ou das granula-
¢cbes Pacchionianas, situagdo que seria comum ndo s6 ao homem,
mas a cdes, gatos e macacos. Esse fato foi contestado por Hassin
(1947, 1958) (8, 9), que admite que a absorcdo do liquor se faz
principalmente pelos espacos perineurais dos nervos cranianos e
das raiizes espinhais, enquanto que Rasmussen (1932) (16) admite
gue a absorcdo do liquido céfalo-raquidiano se faz ao nivel dos va-
sos sangliineos de paredes finas da membrana aracnoide.

Segundo Cornelius (1963) (5), a absorcdo do liquor em ani-
mais domésticos é problema que necessita maiores esclarecimen-
tos. Entretanto, ao que se supde de estudos comparativos conhe-
cidos, o plexo cordide, formado pelos vasos meningeanos ou da
pia, é considerado a principal fonte de liquor, enquanto que os va-
sS0s cerebrais suprem o tecido nervoso propriamente dito. Segun-
do Cornelius (1963) (4), ja que ndo ha verdadeiramente sistema
linfatico no cérebro, qualquer excesso do fluido intersticial retor-
na ao fluido subaracnoideano por intermédio dos canais perivascu-
lares que deixam a pia, acreditando-se que tais espagos perivascu-
lares tenham continuidade com o0s espacos perineurais.

No presente trabalho sdo apresentados estudos em cdes refe-
rentes a dois grupos de enzimas de reconhecida existéncia no
plasma, as transaminases e a acetilcolinesterase.

No que se refere a enzimas liqudricas em animais domeésticos,
ha raras referéncias, como a da pesquisa da diastase, fosfatase
acida e de fosfatase alcalina em bovinos e eqiinos procedidas por
Kolb e Hieppe (1955) (10), o que por si so justificaria ampla in-
vestigacdo sbbre o assunto.

Assim, é objetivo do presente trabalho mostrar resultados ini-
ciais obtidos com a pesquisa sbbre enzimas liquéricas de animais
domeésticos, no caso o cdo. Foram feitos ainda, determinacdo de
proteinas totais e de alfacetoacidos, dada a pertinéncia de ambos
com os estudos procedidos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 30 cées, machos e fémeas, sem raca definida,
com diferentes idades.

Para a obtencdo do liquor, os cdes eram anestesiados, empre-
gando-se para tal Pentobarbital sédico em solucdo aquosa a 3%,
na dose de aproximadamente 1 ml/kg de péso. A puncdo para ex-
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tracdo do liquor foi através a cisterna magna, com agulha de
45x 10. O animal colocado em decubito lateral, depilada a area
compreendida entre o limite posterior da crista do occipital e se-
gunda e terceira vértebra cervical. Com a mao engloba-se o na-
sal e com a agulha procura-se o ponto de cruzamento entre a linha
que parte na direcdo da crista do occipital e outra situada trans-
versalmente entre a protuberancia externa do occipital e o corpo
do atlas. Ao mesmo tempo em que a agulha é introduzida, deslo-
ca-se a cabeca na direcdo ventral. As quantidades de liquor obti-
das variaram de 1,6 a 9,0 ml.

TABELA | — Nlvcis de proteinas totais no liquor.

Método de Biicher Método do Biureto

Animal (:];ig;ﬁ:) Animal (;ig;‘;:) (ﬁ]ngi;nmail) Liquor
1 0,36 16 0,33 2 0,25

2 0,41 17 0,21 3 0,25

3 0,29 18 0,20 6 0,45

4 0,31 19 0,25 7 0,45

5 0,20 20 0,25 9 0,45

6 0,24 21 0,18 12 0,48

7 0,18 22 0,28 27 0,15

8 0,29 23 0,28 2S 0,60

9 0,27 24 0,33 29 0,15
10 0,20 25 0,22 30 0,48
u 0,19 26 0,28 — _
12 0,21 27 0,24 — —
13 0,30 28 0,25 — —
14 0,28 29 0,20 — —
15 0,30 30 0,18 — —
"x = 021 0,517 x = 0,371
s = 0,011 z= - 033 s = 0,1092

Para a elaboragdo do método do biureto foi estabelecida uma curva padrdo a
partir da determinagdo de um “pool" de sbéro de cdo (10 amostras). A padro-
nizagcdo do “pool” de séro foi feita pelo método do MlcroKjeldahl. Para cada um
dos 6 pontos da curva, usou-se quantidades decrescentes de sdro padronizado: 0,2;
0,1; 0,05; 0,02; 0,01; 0,005 cm de &agua destilada: 0,8; 0,9; 0,95; 0,98; 0,99; 0,995.
Pelo que foi obtido na padronizagdo do “pool” de soéro, foi possivel estabelecer as
quantidades de proteinas totais na tomada de amostras, assim, para cada tubo
tivemos: 19,2; 9,6; 4,8; 192; 0,96; 048 mg. As leituras das absorbéancias, apoés
adicionamento de reativo do biureto, ioi feita no Eletrofotémetro de Fisher, com

os seguintes valores: 0,194; 0,199; 0,081; 0,058; 0,051 e 0,041.
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1) Determinacdo de proteinas totais — Proteinas totais fo-
ram determinadas pelo método do biureto, segundo as indicactes
de Bacila e Faria (1956) (3) e de Bacila e col. (1962) (2).

O método do biureto foi padronizado mediante o uso de um
“pool” de sbro de caes, pelo método do microkjeldahl, usando-se,
para tanto, um “pool” de 10 amostras de sb6ro de cdo. A curva
padrdo foi constituida cm base ao conteddo de proteinas totais de
amostra, medida pelo microkjeldahl (tabela ).

As proteinas totais foram também determinadas pelo método
de Bucher (1947) (1), procedendo-se a seguinte adaptacéo.

TABELA Il — Niveis de TGO e TGP no liquor de Canis familiaris

Animal TGO TGP Animal TGO TGP
1 18,0 3,0 16 40,0 1,0
2 30,0 5,0 17 36,0 8,0
3 25,0 3,0 18 64,0 10,0
4 27,0 12,0 19 14,0 8,0
5 50,0 5,0 20 33,0 8,0
6 46,0 3,0 21 25,0 8,0
7 28,0 11,0 22 32,0 3,0
8 80,0 6,0 23 32,0 3,0
9 25.0 6,0 24 41,0 3.0
10 91,0 10,0 25 28,0 8,0
11 36,0 10,0 26 23, 3,0
12 1.,0 12,0 27 30,0 3,0
13 36,0 6,0 26 30,0 12.0
14 36,0 11,0 29 36,0 6,0
15 320 30 24,0 11,0

"X = 34,s) X = 7.93 z = 2,46

s = 12,43 s = 7,32 r = 88

Para a determinacdo de TGO e TGP foi estabelecida uma curva da seguinte
maneira: em G tubos de ensaio adicionou-se em quantidades decrescentes de subs-tra-
tos de TGO e TGP, respectivamente; as quantidades foram de 1,0 ml a 05 ml: a
seguir, com excecdo do 1.° tubo, adicionou-se em quantidades crescentes de 0,1
a 0,5 ml uma solucdo de piruvato de sédio 2 mH, em todos os tubos colocou-se
0,2 ml de &gua distilada e 1,0 ml do reativo 2-4-dinitrofenilhidrazina, agitou-se,
os tubos foras deixados em temperatura ambiente por 20 minutos: apés éste tempo,
adicionou-se 10,0 ml de NaOH 4N a todos os tubos. A medida de absorbancia
foi feita no Eletrofotometro de Fischer com filtro verde.
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A uma aliquota de liquor (0,2 ml), adiciona-se agua destilada
até volume final de 1,5 ml de uma solucdo de 0,6 M de sulfato
de amonio. Determina-se a densidade Optica a 340 m/t. Adicio-
na—se, entdo, 0,05 ml de solugcdo a 5% de acido tricloroacético e
apés repouso de 10 minutos, determina-se novamente a densidade
optica a 340 mw. Toma-se, entdo, a densidade o¢ptica e empre-
ga-se a expressao.

D.O. x 0,33
mg/ml  —
volume da amostra
2) Determinacdo de transaminases — Transaminases gluta-

mico-oxalacética (TGO) e glutamico piravia (TGP) foram deter-
minadas em liquor segundo a técnica de Reitman € Frankel
(1957) (15).

3) Determinacdo de alfa-ceto-acidos — A fim de determinar
a concentracdo de alfa-ceto-acidos em liquor foi usado sistema
contendo 0,2 ml de liquor, 1,0 ml de reativo de 2-4-dinitrofenilhidra-
zina e 10,0 ml de solucdo de NaOH 0,4 N. Apods a adicdo do reativo
2-4-dinitrofenilhidrazina, seguiu-se repouso de 20 minutos a tem-
peratura ambiente e 10 minutos apdés a adicdo de NaOH, a coér
desenvolvida foi lida em eletrofotbmetro de Fischer com filtro
verde.

4) Determinagdo de Acetilcolinesterase — Foi usado o mé-
todo proposto por Mitchel (1949) (12). Os reativos usados fo-
ram o Tampdo barbital e o substrato constou de solucdo de clore-
to de acetilcolinesterase a 3,0% (0,165 M).

5) Meétodos e analise estatistica — De todos os dados obtidos
foi procedida anélise estatistica para calculo das médias (x), desvio
padrdo (s), indice de correlagdo (r) e teste de significancia (z).

DISCUSSAO

A analise estatistica dos dados apresentados demonstra que
os valores da média e do desvio padrdo para proteinas totais nos
métodos de Bucher e do Biureto sdo respectivamente

X 0,26 mg mi e x 0,371 mg/ml.
s 0,011 s 0,1092

E evidente que tal discrepancia é puramente acidental e se
relaciona a sensibilidade de cada método, ja4 que segundo as deter-
minagcbes de Vogel, Russo e Sitva (1951) (18) corresponderam a
27,5 mg 100 ml, o que estd de acdordo com o obtido pelo método
de Bucher no presente caso e que € da ordem de 26 mg/ICO ml.
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TABELA IlIl — Niveis de alfa-ceto-acidos em liquor de Canis familiaris
Animal A(C:gllgc')m:go Animal A(Cr:ngllg(')r”n‘:'lj‘)

1 7,0 16 11,5
2 75 17 8,5
3 10,0 18 9,0
4 12,0 19 11,5
5 8,0 20 10,5
6 3,0 21 7,0
7 14,0 22 10,0
8 75 23 11,0
9 2,0 24 10,0
30 11,0 25 10,5
11 8,5 26 8,0
12 7,0 27 11,0
13 8,5 2s 75
14 6,0 29 12,5
15 12,0 30 5,0
X = 891 r = 8,8 alfaeetoadcido/TGO
s = 8,48 z = 2,46 r - - 69

£- - 266

alfacetodcido/TGP
r = 0,0119
z = 0,21

Para a determinacdo de alfa-cetoacidos foi estabelecida uma curva da seguin-
te maneira: em 6 tubos de ensaio adicionou-se em quantidades decrescentes de
dgua destilada os valores: 1,15, 1,10, 1,00, 0,90, 0,80 e 0,70 ml; de piruvato de sédio
2 mM, foram adicionados 0,05, 0,10, 0,20, 0,30, 0,40 e 0,50 ml a cada um dos 6
tubos. Em todos os tubos foi colocado 1,00 ml de 2-4-dinitrofenilhidrazilna; ioi
feita agitacdo dos tubos e deixado repousar a temperatura ambiente por 20 minu-
tos; apés éste tempo adicionou-se 10,0 ml de NaOll 4N a cada tubo e feita a leitura
de absorbancia no Eletrofotometro de Fischer com filtro verde; os resultados obti-
dos foram os seguintes: 0,043; 0,083; 0,152; 0,237; 0,323; 0,392.

O fato das concentragfes de alfa-ceto-acidos no liquor e no
sbro — 8,91 mg e 921 mg — serem muito proximas, permite ad-
mitir que os alfa-ceto-4cidos sdo livremente difusiveis, de modo que
uma possivel hipercetoacidorraquia deve ocasionar elevagdo da taxa
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dos referidos compostos no sangue, o reverso desta observacdo sen-
do, também, verdadeiro. E importante considerar o caso do &cido
fenilpirtvico, cuja concentracdo no sangue aumenta muito na cha-
mada oligofrenia fenilpiravica. No que diz respeito as proteinas
enziméticas, no nosso caso — transaminases e acetilcolinesterase —
merece destaque a discussdo referente a origem destas enzimas.
Segundo Moura (1967) (14), ha sensivel diferenca entre os niveis
de TGO e TGP no séro e no liquor, onde a relacdo de TGO sbéro/li-
quor é de 2,7 e para TGP é de 1,7; sendo que para a acetilcolines-
terase a relacdo é de 1,4. Haveria entdo uma possivel particédo
destas enzimas entre s6ro e liquor.

TABELA IV — Niveis de acetilcolinesterase em liquor de Canis familiaris

Animal pH/hr Animal pH/hr
1 0,023 16 0,046

2 0,021 17 0,052

3 0,033 18 0,039

4 0,033 19 0,041

5 0,031 20 0,041

6 0,031 21 0,028

7 0,037 22 0,039

8 0,033 23 0,041

9 0,038 24 0,043

10 0,048 25 0,039
11 0,043 26 0,023
12 0,046 27 0,047

13 0,029 28 0,047
14 0,037 29 0,047

15 0.037 30 0,033

x = 0,038 s = 0,041

Para o caso da desidrogenase lactica, W roblewski, Decker
C Wroblewski (1957) (20) haviam afirmado que ndo ha padrdo
definido para a porgcdo dessa enzima pelo menos entre liquor e
séro. Por outro lado, a observacdo de Fleisher € Wakin (1956)
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(7) da ndo transferéncia de transaminases do sbéro para o liquor
em casos de necrose hepdtica e que transferéncia de variaveis quan-
tidades dominam no caso de enfarte cerebral, falam a favor da
possibilidade de que as transaminases liquodricas se originam do
sistema nervoso central, possibilidade que ja havia sido aventala
para o caso da colinesterase em liquido céfalo-raquidiano por
Tower e McEachern (1949) (17) e Colling e Rossiter (1949) (6)
para acetilcolinesterase. Essa duvida, entretanto, persiste para o
caso das transaminases, apesar da observacdo de Fleisher eWAKIN
(1956) (7), ja4 que as relagdes sdo apreciaveis, considerando que
para TGO é de 2,7 e TGP 1,7, o que sugere que pelo menos no pri-
meiro caso se conte a possibilidade de que a enzima liquorica se
interrelacione com a do séro.

Deve-se lembrar, entretanto, que as reagfes de transamina-
ses que se desenvolvem no cérebro sdo extremamente ativas e,
dentre elas, a que se realiza entre o acido glutamico, e o acido pi-
ravico apresenta velocidade de reagdo da ordem de 7000 moles
”Ovico apresenta velocidade de reacdo da ordem de 7000 moles/g
tecido/hora. A concentracdo elevada de enzimas no cérebro induz
a prever que, pelo menos no caso da acetilcolinesterase, a princi-
pal fonte para o liquor estd na matéria celular do cérebro.

SUMARIO

Sdo estudadas as concentragdes de proteinas totais e deter-
minados os niveis de transaminase glutdmico-oxalacética, transa-
minase, glutamic-pyruvate transaminase and «-ketoacids were de-
liguido céfalo-raquidiano de cdo.

SUMMARY

The author has studied the total protein concentration of
spinal fluid from dogs. The levels of glutamic-oxalacetic transa-
minase, glutamic-pyruvate transaminase and «-ktoacids were de-
termined.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. BUCHER. T. 1947 — Ueber ein phosphatuebertragendes gaerungs-
ferment. Biochim. biophys, Amsterdam, 1:292.

2. BACILA, M. & col. — 1962 — Técnicas atualizadas de bioquimica cli-
nica. Curitiba, Imprensa da Universidade do Parana.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16

Rev. Fac. Med. Vet. S. Paulo — Vol. 7, fase. 4, 1968 783

BACILA, M. & FARIA, A. M. — 1956 — Guia de trabalhos praticos
de bioquimica e patologia geral. Curitiba, Escola de Agronomia e
Veterinadria da Universidade do Parani.

CORNELIUS, C. E. & KANEKO, J. J. 1963 — Clinical biochemistry
of domestic animals. New York, Academic Press.

CORNELIUS, C. E. — 1963 — Cerebrospinalfluid. In CORNELIUS,
C. E. & KANEKO, J. J. — Clinical biochemistry of domestic animals.
New York, Academic Press.

COLLING, K. G. & ROSSITER. R. J. — 1949 — Cholinesterases of
cerebrospinal fluid-data for normal fluids and fluid from patients with
syphilis, meningitis, or poliomyelitis. Canad. J. Ren., V. E., 27:327-340.

FLEISHER, G. A. & WAKIN, K. G. — 1956 — Proc. staff meetings
Mays Clin. 31, 1964. In CORNELIUS, C. E. & KANEKO, J. J. —
1963 — Clinical biochemistry of domestic animals. New Yok, Academic
Press, p. 397.

HASSIN, G. B. — 1947 — J. Neuropath, exp. Neurol., 6:172.
IIASSIN, G. B. — 1948 — J Neuropath, exp. Neurol., 7:162.

KOLB, E. & HIEPPE, T. 1955 — Zentr. Veterinarmed. 2:583. In
CORNELIUS, C. E. & KANEK, J. J. — 1963 — Clinical biochemistry
of domestic animals. New York, Academic Press.

MCcILWAIN, H. — 1966 — Biochemistry ond the central nervous system.
3rd. ed. London, Churchill.

MICHEL, H. O. — 1949 — An electrometric method for the determi-
nation of red blood cell and plasma cholinesterase actinty. J. Lab.
clin, Med., 3ii:1564.

MOURA, M. T. R. — 1967 — Estudo sbbre a correlagdo entre consti-
tuintes enziméaticos do sbéro e do liquido céfalo-raquidiano de Canis
familiaris: 21-22. Tese apresentada para concorrer ao titulo de Mestre.
Séo Paulo.

MOURA, M. T. R. 1967 — Estudo sbbre a correlagdo entre consti-
tuintes enziméticos do séro e do liquido céfalo-raquidiano de Canis fa-
miliaris: 23-24. Tese apresentada para concorrer ao titulo de Mestre.
Sdo Paulo.

REITMAN, S. & FRANKEL, S. — 1957 — A colorimetric method for
the determination of serum glutamic oxalacetic and glutamis piruvic
transaminase. Anver. J. clin. Path., 28:56.

RASMUSSEN, A. T. — 1932 — The principal nervous pathway. New
York, MacMillan.



784 Rev. Fac. Med. Vet. S. Paulo — Vol. 7, fase. 4, 1968

17. TOWER, D. B. & McEACHERN, D. — 1949 — The content and cha-
racterization of cholinesterases in human cerebrospinal fluid. Ganad.
J. Rex. E., 27:132-145.

18. VOGEL, J.; RUSSO, E. & SILVA, M. I. — 1951 — Preliminary note
on the cerebrospinal fluid of the dog. Rev. Milit. Remonta Vet.., Rio
de Janeiro, 11:19-26.

19. WEED, L. H. — 1923 — Am. J. Anat., 3i:191.

20. WROBLEKSKI, F.; DECHKR, B. & WROBLEWSKI, R. — 1957 —
Am. J. clin. Path., 28:2609.



