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Ressonância Magnética Nuclear: uma técnica
não-invasiva para observar em tempo real
metabolitos em células vivast
ANA RAMOS', ANA RUTE NEVES', JONAS ALMEIDA'. 2 . HELENA SANTOS * 1

ESPECTROSCOPIA DE
RESSONÂNCIA MAGNÉTICA
NUCLEAR — UMA FERRAMENTA
NÃO-AGRESSIVA PARA
ESTUDAR FISIOLOGIA CELULAR

A espectroscopia de Ressonância
Magnética Nuclear (NMR) baseia-se
na resposta a um campo magnético
externo de núcleos que possuem mo-
mento magnético intrínseco (1 H, 13 C,
15N, 19F 31p 23Na, etc). Esta metodo-
logia foi reconhecida, desde o início
da década de 50, como uma técnica
poderosa para a elucidação da estru-
tura de moléculas em solução, tendo
encontrado grande utilidade nas
áreas da Química e da Bioquímica.
As primeiras aplicações de NMR ao
estudo de sistemas vivos estavam se-
riamente limitadas pela baixa resolu-
ção conseguida com a instrumenta-
ção então disponível, mas o desen-
volvimento de magnetos supercon-
dutores, no final da década de 60, re-
volucionou a utilização de NMR,
abrindo perspectivas para a sua apli-
cação generalizada [ 1 I. Em 1973,
Moon e Richards demonstraram a
utilidade da técnica para determina-
ção de pH intracelular em eritrócitos
intactos, tirando partido da depen-
dência com o pH da frequência de
ressonância de 31 P do fosfato inorgâ-
nico intracelular [2]. Sensivelmente
na mesma altura, foi provado que a
detecção dos núcleos de 13 C podia ser
utilizada para monitorizar os produ-
tos finais do metabolismo [3]. Um
dos aspectos mais atractivos da apli-
cação da espectroscopia de NMR para
estudar fisiologia celular deriva das
suas características não-invasivas e
não-destrutivas, evidenciadas pelo
elevado número de aplicações clíni-
cas desta técnica, nomeadamente
pela possibilidade de obter imagens
anatómicas de orgãos humanos em
condições não-invasivas.

Embora as aplicações médicas li-
derem, pelo menos a nível financeiro,
os campos de utilização de NMR in
vivo, a aplicação a sistemas microbia-
nos forneceu contribuições valiosas
para a compreensão de processos me-
tabólicos, possibilitando pela primeira
vez a determinação de parâmetros fi-

siológicos importantes em células in-
tactas e metabolicamente activas. Per-
mite obter informação sobre a con-
centração e distribuição de metaboli-
tos e detectar variações nas concen-
trações intracelulares de metabolitos
sem interferir com os processos bioló-
gicos, assim como monitorizar simul-
taneamente o consumo de substratos
e a formação de produtos finais. A va-
riedade de nuclídeos acessíveis a de-
tecção por esta técnica permite a in-
vestigação de diversas facetas comple-
mentares nos processos biológicos. A
detecção de 31 P, único isótopo natural
do fósforo, permite avaliar os níveis
de energização (níveis de ATP, ADP,
fosfocreatina) nos sistemas em estu-
do, determinar o valor de pH intrace-
lular, gradientes protónicos trans-
membranares e ainda, em casos parti-
culares, determinar velocidades de re-
acções enzimáticas in vivo. A detecção
de 23Na ou 39K possibilita a determi-
nação de gradientes catiónicos, assim
como a medição do transporte destes
iões através das membranas celulares.
A NMR de 13C (ou 15N) permite de-
terminar o percurso de átomos indivi-
duais de carbono (ou de azoto), for-
necidos em substratos especificamen-
te enriquecidos nestes isótopos, ao
longo de diferentes vias metabólicas;
de facto, dadas as propriedades analí-
ticas únicas desta técnica, é possível
obter informação sobre a distribuição
da marcação nos vários átomos da
mesma molécula.

No final da década de 70, o tra-
balho de Shulman e colaboradores,
demonstrou a utilidade da técnica de
NMR de carbono para estudar fisiolo-
gia celular em condições não invasi-
vas, nomeadamente para elucidar a
cinética de formação de intermediári-
os da via glicolítica em suspensões ce-
lulares de Escherichia coli [4]. Estes au-
tores determinaram a taxa de consu-
mo de glucose enriquecida com car-
bono 13 na posição 1, observaram a
produção de lactato marcado na posi-
ção 3 como produto final maioritário
e a acumulação do intermediário gli-
colítico 1,6-bisfosfo-frutose. Surpre-
endentemente, este metabolito en-
contrava-se marcado não apenas na
posição 1, mas também na posição 6,

resultado interpretado pela ocorrência
de redistribuição de marca devida à
reversibilidade dos passos reaccionais
catalizados pela isomerase dos fosfa-
tos de triose e pela aldolase (Figura
1). O enriquecimento no carbono 6 é
tanto maior quanto maior o refluxo
de carbono a nível da aldolase, e por-
tanto estes dados permitiram retirar
informação sobre fluxos metabólicos
in vivo. Depois destes estudos pionei-
ros, a utilização de substratos enri-
quecidos com 13 C revelou-se uma
técnica muito útil para a determina-
ção de fluxos metabólicos e de meta-
bolitos intracelulares em sistemas tão
diferentes como bactérias lácticas,
bactérias envolvidas no tratamento de
águas residuais, leveduras e células
animais [5, 6, 7, 8, 9].

A principal limitação da espec-
troscopia de NMR deriva da sua
baixa sensibilidade intrínseca, o que
impõe a utilização de suspensões ce-
lulares densas, com o objectivo de
aumentar o espaço intracelular na
zona de detecção do espectrómetro.
Por outro lado, a baixa sensibilidade
também pode ser olhada como van-
tagem, visto que em sistemas tão
complexos como as células vivas, a
detecção de um número muito ele-
vado de compostos inviabilizaria a
análise dos espectros devido à exten-
sa sobreposição de sinais. Moléculas
de grande peso molecular, tais como
proteínas ou ácidos nucleicos, tam-
bém não são detectáveis devido ao
alargamento dos sinais provocado
pela baixa mobilidade destes com-
postos. Em suma, são susceptíveis de
ser detectados metabolitos livres de
baixa massa molecular, desde que
presentes em concentração intrace-
lular na gama dos mM.

Em muitos casos, as limitações
são largamente ultrapassadas pela
vantagem única proporcionada por
esta técnica de permitir monitorizar
vários parâmetros bioquímicos sem
perturbar a estrutura e organização
celulares [10]. Para melhor ilustrar
as potencialidades da técnica, este
artigo foca a aplicação de NMR para
estudar o metabolismo de glucose em
bactérias lácticas. O objectivo a longo
prazo destes estudos é obter informa-
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Fig. i-	 ismo de glucose e de piruvato em Lactococcus lactis. As reacções representadas são catalizadas pelas seguintes enzimas: 1. sistema fosfoenolpiruvato:
fosfotransferase (PEP:PTS); 2. isomerase da 6-fosfo-glucose; 3. cinase da 6-fosfo-frutose; 4. aldolase da 1,6-bisfosfo-frutose; 5. isomerase dos fosfatos de trioses;

^ 6. desidrogenase do 3-fosfogliceraldeído; 7. cinase do 3-fosfoglicerato; 8. mutase do fosfoglicerato; 9. enolase; 10. cinase do piruvato; 11. desidrogenase do lactato;
12. liase do piruvato-formato; 13. desidrogenase do piruvato; 1 4. desidrogenase do acetaldeído e desidrogenase do etanol; 15. cinase do acetato; 16. sintetase do

^ a-acetolactato; 17. descarboxilase do a-acetolactato; 18. desidrogenase do 2,3-butanodiol.
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ção bioquímica de confiança que per-
mita servir de directiva para as inter-
venções genéticas tendentes a desviar
o fluxo metabólico nestes organismos
para a produção de compostos com
interesse na indústria dos lacticínios,
nomeadamente de diacetilo. Este é o
objectivo de uma área de grande
actualidade, geralmente designada
por Engenharia Metabólica.

BACTÉRIAS LÁCTICAS:
APLICAÇÕES INDUSTRIAIS
E ESTRATÉGIAS DE ENGENHARIA
METABÓLICA

As bactérias lácticas desempe-
nham um papel fundamental na pro-
dução de alimentos e bebidas fermen-
tados. Em todos os processos que en-
volvem fermentações com estes orga-
nismos, a qualidade dos produtos fi-
nais depende da existência de estirpes
adequadas, denominadas culturas de
arranque, que conferem aos alimen-
tos as características desejadas, nome-
adamente, de aroma e textura. No
entanto, é comum verificar compor-
tamento irregular no desempenho
das culturas de arranque lácticas,
além de instabilidade de propriedades
importantes do ponto de vista indus-
trial [11]. A solução para estes proble-
mas exige uma abordagem multidisci-
plinar e integrada da fisiologia, bio-
química e genética das bactérias lácti-
cas. Lactococcus lactis (Figura 2) tem
um papel muito importante em todas
as fermentações lácteas (produção de
queijo, iogurte e manteiga), uma vez
que o lactato (o produto final predo-
minante do metabolismo de glucose
ou lactose) provoca uma descida
acentuada de pH, impedindo o cresci-
mento de microrganismos indesejá-
veis que poderiam tornar o alimento
impróprio para consumo. Lactococcus
lactis metaboliza a glucose pela via
apresentada na Figura 1. A glucose é
fosforilada concomitantemente com o
processo de transporte para dentro da
célula; uma vez na forma de 6-fosfo-
glucose, este composto é convertido
em 1,6-bisfosfo-frutose pela acção se-
quencial de duas enzimas, a isomera-
se da 6-fosfo-glucose e a cinase da

6-fosfo-frutose. No passo seguinte a
1,6-bisfosfo-frutose é clivada, origi-
nando dois metabolitos com três áto-
mos de carbono, o fosfato de dihidro-
xiacetona e o 3-fosfogliceraldeído,
sendo este último convertido em
1,3-bisfosfoglicerato numa reacção
redox em que o aceitador de electrões
é a coenzima NAD + . O intermediário
1,3-bisfosfoglicerato é finalmente
transformado em piruvato pela acção
sucessiva de várias enzimas. Para que
esta via metabólica, designada glicóli-
se, funcione tem que haver regenera-
ção do NAD + consumido no passo
redox. Esta regeneração dá-se prefe-
rencialmente através da redução de
piruvato a lactato, catalisada pela de-
sidrogenase do lactato, em que o
dador de electrões é a forma reduzida
de NAD + , isto é, NADH. Portanto, em
condições anaeróbias, L. lactis trans-
forma hidratos de carbono em lactato,
através de um processo metabólico
designado homofermentativo. No en-
tanto, o perfil de produtos finais pode
ser influenciado por diversos parâme-
tros ambientais, nomeadamente,
pressão parcial de oxigénio na atmos-
fera, pH do meio e acessibilidade de
nutrientes. Estes parâmetros determi-
nam o destino do produto final da gli-
cólise, piruvato, que pode ser conver-
tido em vários compostos nomeada-
mente, formato, acetato, etanol, ace-
toína, diacetilo e 2,3-butanodiol. Por
exemplo, quando a concentração de

hidratos de carbono é limitada, obser-
va-se um desvio metabólico no senti-
do da produção de acetato, formato e
etanol; a enzima-chave deste tipo de
fermentação é a liase do piruvato-for-
mato que converte o piruvato em for-
mato e acetil-Coenzima A. O grupo
acetilo é subsequentemente reduzido,
formando-se etanol, em duas reac-
ções que envolvem regeneração de
NAD + , podendo assim contribuir
para a manutenção do balanço redox
celular.

Em condições de aerobiose e pH
ácido, o piruvato pode ser processado
por uma via alternativa originando
acetoína, diacetilo e 2,3-butanodiol
como produtos finais. O diacetilo con-
tribui de forma positiva para as carac-
terísticas organolépticas dos produtos
lácteos; este composto deriva do piru-
vato através de duas reacções [12]; a
primeira, catalizada pela enzima sin-
tetase do a-acetolactato, consiste na
condensação de duas moléculas de pi-
ruvato, originando a—acetolactato; a
segunda consiste na descarboxilação
química deste composto na presença
de oxigénio, da qual resulta a forma-
ção de diacetilo (Figura 1).

Em condições aeróbias, a oxida-
ção de NADH (e consequente rege-
neração de NAD + ) pode fazer-se por
transferência de electrões para o oxi-
génio, numa reacção catalizada pela
enzima oxidase do NADH. Esta pos-
sibilidade tem consequências no per-

Fig. 2. Fotomicrografia de uma cultura de Lactococcus lactis.
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fil de produtos finais, conduzindo a
urna diminuição nas proporções de
lactato e etanol, cuja produção está
directamente acoplada à regeneração
de NAD+, e a um aumento nas pro-
porções de acetoína e acetato.

O metabolismo relativamente
simples de L. lactis e a existência de
numerosas ferramentas genéticas
para a sua manipulação torna-o, à
partida, um sistema adequado para a
implementação de estratégias de en-
genharia metabólica visando a cons-
trução de estirpes com desempenho
industrial eficaz. Com o objectivo de
direccionar o metabolismo de hidra-
tos de carbono para a produção de
diacetilo, foi construída uma estirpe
de L. lactis em que o gene que codifi-
ca para a desidrogenase do lactato foi
inactivado e em que, simultanea-
mente, se estimulou a expressão do
gene que codifica a sintetase do
a—acetolactato [13]. Esta estratégia
baseava-se na previsão de que a di-
minuição da actividade da enzima
responsável pela formação de lactato
e o estímulo simultâneo da activida-
de que cataliza o primeiro passo na
conversão de piruvato em diacetilo,
conduziria a um desvio do fluxo de
carbono para produzir diacetilo em
vez de lactato; no entanto, na prática
não se verificou um aumento apre-
ciável da produção de diacetilo.
Numa outra estirpe em que a activi-
dade da desidrogenase do lactato foi
suprimida por manipulação genética,
verificou-se um desvio para a produ-
ção de 1-fosfo-manitol e manitol, em
resposta à elevada pressão para rege-
nerar NAD+ criada pela deficiência na
enzima cuja actividade é a principal
responsável por essa regeneração.
Também neste caso o fluxo de carbo-
no para a produção de diacetilo foi
diminuto [14]. Estes insucessos mos-
tram bem que o direccionamento do
metabolismo para a síntese de produ-
tos desejados, e/ou diminuição da
produção de compostos prejudiciais,
só será possível através de um conhe-
cimento detalhado das redes metabó-
licas e dos processos regulatórios en-
volvidos [15]. Devido à complexida-
de destas redes e à forte interdepen-
dência existente entre os vários pas-

sos metabólicos, é irrealista pensar
que a optimização de estirpes micro-
bianas possa ser alcançada apenas
por uma abordagem eurística. De
facto, existe um número crescente de
dados indicando que a única estraté-
gia eficiente para conseguir o melho-
ramento de estirpes passa pelo desen-
volvimento de modelos matemáticos
que permitam uma análise integrada
dos dados experimentais relativos a
fluxos metabólicos e a concentrações
intracelulares de metabolitos [16].
Uma vez que a fiabilidade dos mode-
los metabólicos depende crucialmen-
te da quantidade e qualidade dos
dados experimentais em que se ba-
seiam, torna-se essencial desenvolver
metodologias que permitam a deter-
minação precisa de parâmetros intra-
celulares in vivo, e em particular, que
forneçam informação sobre as con-
centrações intracelulares de interme-
diários metabólicos relevantes.

SISTEMA PARA DETECÇÃO
DIRECTA DE PARÂMETROS
BIOQUÍMICOS POR NMR

Para tirar cabalmente partido
das características de não-invasivida-
de da técnica de NMR torna-se im-
perioso desenvolver estratégias que
permitam manter as suspensões ce-

Atmosfera gasosa

SOS

Tubo de NMR

Zona de detecção

Pig. 3

lulares em condições fisiológicas,
assim como assegurar um forneci-
mento adequado de substratos e de
gases. Para atingir este objectivo têm
sido desenvolvidos e optimizados di-
versos sistemas de circulação [17,
18] e biorreactores que se adaptam
às sondas de NMR [19]; sistemas
estes que têm sido uti lizados especi-
almente em experiências acopladas à
detecção de 31 P para a determinação
de metabolitos fosforilados. Todavia,
a utilidade desta abordagem para a
determinação da concentração de
metabolitos fosforilados in vivo é alta-
mente limitada pela sobreposição de
ressonâncias, sobretudo na região
dos fosfomonoésteres, onde se detec-
ta a maioria dos intermediários da
glicólise. Como o núcleo de 13 C tem
uma gama mais alargada de desvios
químicos, esta é a técnica ideal para
a determinação directa de metaboli-
tos, desde que o custo do substrato
marcado não seja proibitivo.

Esta metodologia foi utilizada
para obter informação sobre parâme-
tros intracelulares in vivo, durante o
metabolismo de glucose por suspen-
sões celulares de L. lactis em condi-
ções controladas de pH, temperatura
e atmosfera gasosa. Para tal, utilizá-
mos o sistema de circulação represen-
tado esquematicamente na Figura 3 e
que consiste num mini-fermentador

Mini-fermentados

Fig. 3 - Diagrama do dispositivo experimental usado nas experiências de NMR in vivo. 1, eléctrodo de pH W
2, controlador de pH; 3, linhas para fornecimento de gases; 4, eléctrodo de oxigénio; 5, bomba peristáltica;

6, banho de água; SOS, linha de segurança.
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com capacidade de 50 ml, acoplado
ao espectrómetro de NMR por um sis-
tema de tubagem por onde é bombe-
ada a suspensão celular [20]. 0 valor
do pH é continuamente controlado e
o nível de oxigénio monitorizado.
Estes são dois parâmetros com grande
impacto no metabolismo de L. lactis.

Lactato       

ESTUDO DO METABOLISMO
DE GLUCOSE EM L. LACTIS POR
NMR DE CARBONO 13 IN VIVO

Na Figura 4 mostra-se uma se-
quência de espectros adquiridos du-
rante o metabolismo de [1- 13 C]glu-
cose em condições anaeróbias. A re-
solução temporal é de 30 segundos
nas condições experimentais utiliza-
das. Imediatamente após a adição de
glucose foi detectada a ressonância
do lactato marcado no grupo metilo
(S = 20.4 ppm), cuja intensidade au-
mentou ao longo do tempo até ao
esgotamento da glucose. O metabo-
lismo de glucose originou, além de
lactato, pequenas quantidades de
acetato e 2,3-butanodiol. As resso-
nâncias de menor intensidade detec-
tadas a 65.0 e 66.4 ppm foram iden-
tificadas como devidas a 1,6-bisfosfo-
frutose (FBP), um metabolito inter-
mediário da via glicolítica (Figura 1);
a ressonância a 66.4 ppm é devida à
FBP enriquecida com carbono 13 na
posição 1 (derivada directamente da
glucose marcada no carbono 1), en-
quanto o pico a 65.0 ppm é devido
ao isotopómero do mesmo composto
em que a marcação se encontra no
carbono 6. A partir do momento em
que a glucose se esgotou, foram de-
tectadas as ressonâncias dos átomos
de carbono na posição 3 do 3-fosfo-
glicerato (3-PGA) a 67.4 ppm e do
fosfoenolpiruvato (PEP) a 101.2
ppm.

A cinética de consumo de glu-
cose e a formação de produtos finais
e de metabolitos intracelulares obti-
da a partir da sequência de espec-
tros da Figura 4 está representada
na Figura 5. A concentração intra-
celular de FBP atingiu um máximo
de 40 mM e começou a diminuir no
momento do esgotamento da gluco-

se, ainda que a uma velocidade con-
sideravelmente inferior à observada
para o consumo deste hidrato de
carbono. Na literatura encontram-se
descritos valores muito discrepantes
no que diz respeito aos níveis de in-
termediários glicolíticos em L. lactis,
possivelmente porque estes dados
foram obtidos in vitro, em extractos
celulares. A acumulação de 3-PGA

na ausência de nutriente foi inter-
pretada como sendo devida à inacti-
vação da cinase do piruvato, causa-
da pela acumulação de fosfato inor-
gânico (ver evolução mais adiante),
assim como pela ausência de activa-
dores da mesma enzima, nomeada-
mente a 6-fosfo-glucose e a FBP
[21, 22].

Sob atmosfera de oxigénio o
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metabolismo de glucose originou
também lactato como produto final
maioritário e quantidades vestigiais
de acetato e 2,3-butanodiol. Não
foram detectadas diferenças signifi-
cativas nas concentrações máximas
dos metabolitos intracelulares; no

entanto, a velocidade à qual a FBP
foi consumida após o desapareci-
mento da glucose aumentou de
forma significativa quando compara-
da com o perfil observado em anae-
robiose (comparar dados nas Figuras
5 e 6).

MONITORIZAÇÃO DO pH
INTRACELULAR E DO NÍVEL
DE ENERGIZAÇÃO POR
31 P-NMR IN VIVO

A detecção de 31p por NMR per-
mitiu obter informação complemen-

Fig. 5 - Cinética do consumo de (1- 13C]glucose e formação de produtos (A); cinética dos metabolitos intracelulares (B), em anaerobiose. As concentrações dos intermediários

metabólicos foram obtidas a partir das experiências de NMR in vivo. Símbolos: (i), glucose; C), lactato; (U), [1- 13C]FBP; (X), [6- 13C]FBP; (A), 3-PGA; ( ), PEP.

A
Metabolitos Extracelulares

B
Metabolitos Intracelulares
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Fig. 6 - Cinética do consumo de [1- 13C]glucose e formação de produtos (A); cinética dos metabolitos intracelulares (B), em aerobiose. Símbolos: (4), glucose; (F), lactato; (U),
I1- 13CIFBP; (U), [6- 13C]FBP; (A), 3-PGA; ( ), PEP.
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tar à conseguida por NMR de 13C, no-
meadamente monitorização do valor
de pH intracelular, nível de energiza-
ção celular (conteúdo em ATP) e con-
centração de fosfato inorgânico ao
longo do metabolismo da glucose. No
espectro adquirido imediatamente
antes da adição de glucose, observa-se
uma ressonância larga a 2.6 ppm, na
região dos fosfomonoésteres, que cor-
responde principalmente ao 3-PGA
(Figura 7); o fosfato inorgânico dá
origem a uma ressonância intensa
aproximadamente a 1 ppm. Após a

adição de glucose a ressonância do
fosfato inorgânico diminuiu em in-
tensidade de forma drástica, e desvi-
ou-se para a esquerda, denunciando
o consumo de fosfato e um aumento
do valor de pH interno. Detectou-se
uma ressonância de grande intensida-
de na região dos fosfomonoésteres,
cujo componente principal se confir-
mou ser FBP. A concentração de NTP
(componente majoritário é ATP) au-
mentou de níveis não-detectáveis
para um máximo de 8 mM, manten-
do-se constante por um período de

tempo prolongado após o desapareci-
mento completo de glucose. O desvio
químico da ressonância do fosfato
inorgânico depende do pH, o que per-
mitiu a determinação do pH interno,
utilizando uma curva de calibração
adequada. Nas condições experimen-
tais usadas (pH extracelular controla-
do a 6.5) o pH intracelular determina-
do na ausência de glucose foi 6.3,
tendo aumentado para 7.1 imediata-
mente após a adição do nutriente,
valor este que se manteve constante
durante um período de tempo consi-
derável mesmo após o esgotamento
da glucose (Figura 8).

MODELIZAÇÃO MATEMÁTICA
DA GLICÓLISE

A modelização matemática da
glicólise efectuada teve corno objecti-
vo a interpretação dos resultados ex-
perimentais obtidos de forma a de-
senvolver uma descrição mecanística
unificadora. Os dados de partida
foram a evolução temporal das con-
centrações de glucose, FBP, 3-PGA,
PEP e lactato obtidas por NMR in vivo.
A formulação da cinética glicolítica foi
simplificada de forma a incluir apenas
os metabolitos observados in vivo, não
tendo sido considerados quaisquer
processos de activação/inibição enzi-
mática. O modelo obtido, cuja simu-
lação para condições de ausência de
oxigénio está representada na Figura
9 (linhas a cheio), sugere que é a li-
mitação de NAD + que justifica a acu-
mulação de FBP. De forma a confir-
mar a validade do modelo, este foi
usado para antever o efeito da pre-
sença de oxigénio, duplicando a acti-
vidade da oxidase do NADH no mo-
delo obtido em anaerobiose. A simu-
lação obtida nestas condições (linhas
a tracejado) sugere que o oxigénio
não deverá ter um efeito acentuado
no perfil de NADH desde que a con-
centração de glucose não seja limitan-
te. Esta previsão é, de facto, confirma-
da pelos resultados experimentais
(ver Figura 6); como previsto, a taxa
de consumo de glucose não é signifi-
cativamente afectada pelo arejamento
mas o consumo de FBP é significati-
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Fig. 8 - Evolução do pH intracelular, carga energética e concentração de fosfato inorgânico intracelular durante

o metabolismo de glucose. Os valores de concentração de trifosfatos de nucleósidos (NTP) e de fosfato

inorgânico intracelular (Pi, ;t) foram obtidos a partir dos dados da experiência representada na Fig. 7.
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intracelular, utilizando uma curva de calibração adequada.

Tempo (normalizado)

Fig. 9 - Modelo metabólico da glicólise em Lactococcus lactis. O modelo foi construído utilizando os dados
obtidos nas experiências de NMR in vivo e optimizado para condições de anaerobiose (linhas a cheio).

A simulação do efeito do oxigénio, obtido pela duplicação da actividade da oxidase do NADH está também

representada (linhas a tracejado).

vamente mais rápido. A aceleração da
taxa de consumo de FBP é justificada
pelo modelo como sendo consequên-
cia dos níveis mais elevados de NAD +

previstos pelo modelo e causados pela
limitação por glucose. No que respeita
aos níveis de ATP, a simulação do
modelo sugere que estes atinjam os
valores mais elevados logo após o
consumo total da glucose, o que é de
facto confirmado pelos resultados ob-
tidos por NMR de fósforo 31. A previ-
são correcta dos níveis de ATP sugere
que o modelo desenvolvido reproduz
correctamente a cinética glicolítica em
L. lactis. Assim, podemos concluir que
o direccionamento do metabolismo
de glucose para a produção de com-
postos com interesse industrial requer
uma estratégia que acelere a oxidação
de NADH, por exemplo por aumento
da actividade da enzima oxidase do
NADH.

NOTA FINAL

A utilidade da técnica de NMR
para a monitorização directa de vários
parâmetros bioquímicos em suspen-
sões celulares ficou patente nos resul-
tados apresentados relativos ao meta-
bolismo da glucose em Lactococcus lac-
tis. O modelo metabólico desenvolvi-
do com os dados de NMR sugere que
as coenzimas NAD+ /NADH têm um
papel central na regulação metabóli-
ca deste organismo. Esta hipótese
será testada com o desenvolvimento
em curso de um procedimento que
permite marcar com carbono 13
estas coenzimas de modo a viabilizar
a sua quantificação in vivo por NMR
de carbono 13.

A complexidade inerente às
redes metabólicas representa um
obstáculo sério à sua racionalização
mecanística. Desta forma, o desen-
volvimento de modelos preditivos
estará dependente da capacidade de
identificar interdependências direc-
tamente a partir dos dados experi-
mentais. A abordagem futura para
alcançar este objectivo passa pelo
recurso a técnicas de aprendizagem
artificial, nomeadamente redes
neuronais.

0
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