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RESUMO

A homocistinúria é uma desordem metabólica causada pela deficiência da

enzima cistationina β-sintase, resultando no acúmulo tecidual de homocisteína e de

metionina. Os pacientes afetados por essa doença apresentam principalmente

retardo mental, isquemia cerebral, convulsões e aterosclerose. Entretanto, os

mecanismos fisiopatológicos responsáveis por essas manifestações são pouco

conhecidos.

O sistema colinérgico apresenta papel importante na função cognitiva do qual

as colinesterases, acetilcolinesterase e butirilcolinesterase, são constituintes

ubíquos. Similarmente à acetilcolinesterase, a butirilcolinesterase hidrolisa a

acetilcolina e está presente no soro, coração, endotélio vascular e no sistema

nervoso. Estudos têm mostrado que as colinesterases estão inibidas no córtex

cerebral de pacientes com a doença de Alzheimer. Adicionalmente, há evidências na

literatura mostrando que as colinesterases são inibidas por radicais livres.

A Na+,K+-ATPase é uma enzima fundamental responsável pela manutenção

do gradiente iônico necessário para a excitabilidade neuronal e consome de 40 a

60% do ATP formado no cérebro. Recentes estudos têm demonstrado que essa

enzima é inibida por radicais livres e também que sua atividade está diminuída na

isquemia cerebral, epilepsia e em doenças neurodegenerativas como a doença de

Alzheimer. Além disso, nosso grupo demonstrou que a homocisteína inibe a

atividade da Na+,K+-ATPase cerebral.

Considerando que: a) pouco se sabe sobre os mecanismos responsáveis

pelas manifestações neurológicas que ocorrem na homocistinúria, b) a administração

de homocisteína prejudica a memória, c) as colinesterases são importantes para as

funções cognitivas, d) a atividade da Na+,K+-ATPase está diminuída na isquemia

cerebral, e) a homocisteína inibe a atividade dessa enzima in vitro e f) as atividades

da butirilcolinesterase e da Na+,K+-ATPase em tecidos periféricos podem ser

consideradas marcadores de alterações que ocorram no sistema nervoso central, no

presente estudo determinamos o efeito in vitro da homocisteína sobre as atividades
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da butirilcolinesterase e da Na+,K+-ATPase em soro e plaquetas de ratos,

respectivamente. Também determinamos o efeito da administração aguda e crônica

de homocisteína sobre a atividade da butirilcolinesterase sérica e a influência das

vitaminas E e C sobre os efeitos inibitórios causados pela homocisteína.

Os resultados mostraram que a homocisteína diminuiu significativamente a

atividade da butirilcolinesterase em soro de ratos de 60 dias in vitro. A homocisteína

inibiu essa enzima de forma competitiva com a acetilcolina como substrato. Também

foi verificado que a homocisteína reduziu significativamente as atividades da

butirilcolinesterase e da Na+,K+-ATPase em soro e plaquetas de ratos de 29 dias,

respectivamente.

Nossos resultados também mostraram que a administração aguda de

homocisteína diminuiu significativamente a atividade da butirilcolinesterase em soro

de ratos de 29 dias. Adicionalmente, verificou-se que o pré-tratamento com as

vitaminas E e C não alterou per se a atividade da butirilcolinesterase, mas preveniu a

redução da atividade dessa enzima causada pela administração aguda de

homocisteína. Por fim, determinou-se que a administração crônica desse aminoácido

diminuiu significativamente a atividade da butirilcolinesterase.

Os resultados obtidos em nosso trabalho sugerem que a redução das

atividades da butirilcolinesterase e da Na+,K+-ATPase pode estar associada à

disfunção neurológica presente em pacientes homocistinúricos, uma vez que a

determinação dessas enzimas em sistemas periféricos represente um marcador para

a ação neurotóxica da homocisteína.
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ABSTRACT

Homocystinuria is a metabolic disorder caused by deficiency of cystathionine

β-synthase leading to tissue accumulation of homocysteine and methionine. Affected

patients present especially mental retardation, ischemia, seizures and

atherosclerosis, whose pathophysiology is not yet fully established.

Cholinergic system plays a crucial role in cognitive function, in which

cholinesterases, acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase, are ubiquitous

constituents. Similarly to AChE, BuChE also hydrolyzes acetylcholine and is present

in serum, heart, vascular endothelia and nervous system. It has been shown that

inhibition of cholinesterases activities is found in cerebral cortex of Alzheimer's

disease patients. Additionally, there is some evidence showing that both

cholinesterases are inhibited by free radical formation.

Na+,K+-ATPase is a fundamental enzyme responsible for maintaining the ionic

gradient necessary for neuronal excitability, which consumes 40-60% of the ATP

generated in the brain. Recent studies have shown that Na+,K+-ATPase is inhibited by

free radicals and that its activity is decreased in cerebral ischemia, in epilepsy and in

various neurodegenerative disorders such as Alzheimer´s disease. Besides, we have

showed that homocysteine inhibits cerebral Na+,K+-ATPase.

Therefore, considering that a) very little is known about the underlying

mechanisms of the neurological symptoms in homocystinuria,  b) homocysteine

administration impairs memory, c) cholinesterases play a important role in cognitive

function, d) Na+,K+-ATPase activity is decreased in cerebral ischemia, e)

homocysteine inhibits this enzyme in vitro and f) butyrylcholinesterase and Na+,K+-

ATPase activities in peripheral systems may be considered markers of alterations in

the central nervous system, in the present study we determined the in vitro effect of

homocysteine on serum butyrylcholinesterase and platelet Na+,K+-ATPase activities

of rats. We also investigated the effect of acute and chronic homocysteine

administration on serum butyrylcholinesterase and we tested the influence of

antioxidants (vitamins E and C) on the effects elicited by homocysteine.
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The results showed that butyrylcholinesterase activity in serum of 60-day-old-

rats was significantly inhibited by homocysteine in vitro. The inhibition was of the

competitive type with acetylcholine as substrate. Furthermore, we verified that

homocysteine significantly decreased serum butyrylcholinesterase and platelet

Na+,K+-ATPase activities in 29-day-old rats.

Our results also showed that acute administration of homocysteine significantly

reduced butyrylcholinesterase activity in serum of 29-day-old-rats. Besides, we

verified that the pretreatment with vitamins E and C did not alter butyrylcholinesterase

activity, but prevented the reduction of this enzyme caused by acute administration of

homocysteine. Finally, we demonstrated that chronic administration of homocysteine

decreased  butyrylcholinesterase activity.

The results obtained in our study suggest that reduction of

butyrylcholinesterase and Na+,K+-ATPase activities may be associated with the

neurological dysfunction present in homocystinuric patients, since the determination

of these enzymes in peripheral systems could be considered a marker for a central

action of homocysteine.
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1. INTRODUÇÃO

1.1 Erros inatos do metabolismo

Em 1908, o inglês Archibald Garrod introduziu na literatura médica o termo erros

inatos do metabolismo (EIM), iniciando seus estudos em indivíduos afetados com

alcaptonúria, albinismo, pentosúria e cistinúria. Garrod sugeriu um modelo de

herança autossômica recessiva para essas doenças, pois elas geralmente ocorriam

em irmãos e filhos de pais consangüíneos (Scriver et al., 2001).

Segundo Bickel (1987), os EIM são alterações genéticas que se manifestam

pela síntese de uma proteína anômala, geralmente uma enzima, ou por uma

diminuição ou mesmo ausência de sua síntese. Essas alterações resultam em

deficiência na atividade da enzima envolvida, ocasionando bloqueio de rotas

metabólicas, como conseqüência, pode ocorrer tanto o acúmulo de metabólitos

tóxicos como a falta de produtos essenciais, ambos com doença subseqüente.

Até o momento, já foram descritos mais de  500 EIM (Scriver et al., 2001), a

maioria envolvendo processos de síntese, degradação, transporte e armazenamento

de moléculas orgânicas (Benson e Fensom, 1985).

Os EIM são divididos de acordo com a área do metabolismo afetada (Tabela

1) (Scriver et al., 2001).
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Tabela 1. Classificação dos EIM de acordo com a área do metabolismo afetada.

EIM de aminoácidos
EIM de ácidos orgânicos
EIM de glicídios
EIM de lipídios
EIM de glicosaminoglicanos
EIM de glicoproteínas
EIM de purinas e pirimidinas
EIM de enzimas eritrocitárias
EIM de metais
EIM de lipoproteínas
EIM de hormônios
EIM de proteínas plasmáticas

Embora individualmente raros, os EIM são relativamente freqüentes em seu

conjunto, estimando-se que possam ocorrer em até 1 em cada 1000 recém-nascidos

vivos (Giugliani,1988).

Os EIM são, de maneira geral, distúrbios graves que se manifestam na infância

cujo diagnóstico pode ser dificultado devido ao grande número de alterações,

diversidade de defeitos metabólicos e ausência, na maioria dos casos de sinais e

sintomas específicos. A grande maioria dos EIM pode beneficiar-se de um tratamento

específico, que será melhor quanto mais precoce for o diagnóstico (Giugliani, 1988).

Dentre os EIM, os mais freqüentes são os EIM de aminoácidos, sendo

exemplos a fenilcetonúria, a hiperprolinemia e a homocistinúria, os quais apresentam

acúmulo tecidual de fenilalanina, prolina e homocisteína, respectivamente.
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1.2 Homocisteína

A homocisteína é um aminoácido sulfurado formado durante o metabolismo da

metionina, aminoácido proveniente da dieta ou da degradação de proteínas

endógenas (Figura 1). A metionina, em uma reação catalisada pela enzima metionina

adenosil transferase, é convertida em S-adenosil metionina (AdoMet) que, ao sofrer

reações de transmetilação, origina S-adenosil homocisteína (AdoHcy), a qual é

hidrolisada em adenosina e homocisteína através da enzima adenosil homocisteína

hidrolase. A homocisteína pode então, ser metabolizada pela via da remetilação ou

da transsulfuração (Fowler, 1997; Mudd et al., 2001).

No ciclo da remetilação, a homocisteína é remetilada formando metionina, em

uma reação catalisada pela enzima metionina sintase. A vitamina B12 (cobalamina) é

um cofator essencial para essa enzima, 5-metil-tetrahidrofolato é o doador de

grupamentos metila nessa reação, e a enzima 5,10-metileno-tetrahidrofolato

redutase atua como um catalisador no processo de remetilação. A betaína também

pode doar um grupo metila à homocisteína, através da enzima betaína homocisteína

metiltransferase, formando dimetil glicina (Fowler, 1997; Mudd et al., 2001).

Sob condições nas quais há um excesso de metionina ou quando a síntese de

cisteína é requerida, a homocisteína entra na via de transsulfuração. Nessa, a

homocisteína primeiramente condensa-se com serina para formar cistationina, uma

reação catalisada pela enzima cistationina β-sintase (CBS), que utiliza vitamina B6

(piridoxal fosfato) como cofator. A cistationina é subseqüentemente hidrolisada pela

enzima cistationina γ-liase formando cisteína, que pode participar da formação da
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glutationa (importante antioxidante não enzimático) ou ser metabolizada a sulfato e

excretada na urina (Fowler, 1997; Mudd et al., 2001).

Figura 1. Metabolismo da homocisteína (Adaptado de Mudd et al., 2001).

MAT – metionina adenosil transferase; CBS – cistationina β-sintase; CL – cistationina γ-liase; MS – metionina

sintase; MTHFR – metileno tetrahidrofolato redutase; AdoMet – S-adenosil metionina; AdoHcy – S-adenosil

homocisteína; THF – tetrahidrofolato; 5,10-MTHF – 5,10-metileno-tetrahidrofolato; 5-MeTHF – 5-metil-

tetrahidrofolato.

O metabolismo da homocisteína é controlado em três pontos: 1) a competição

pela metionina para formar AdoMet ou para síntese de proteínas, 2) a competição da

AdoMet para sofrer transmetilação e formar AdoHcy ou sofrer descarboxilação e 3) a

disposição da homocisteína para formar metionina, cistationina ou AdoHcy
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(Finkelstein, 1998). Além disso, deficiências nutricionais, hormônios e idade podem

afetar o metabolismo desse aminoácido (Fowler, 1997).

A concentração plasmática de homocisteína em adultos normais é de 5-15

µmol/L (Mudd et al., 2001), sendo que 70 a 80% desse aminoácido encontra-se

ligado a proteínas plasmáticas, principalmente à albumina, como dissulfetos mistos

com resíduos de cisteína das proteínas. Em torno de 5 a 10% encontra-se ligada à

cisteína, através de uma ponte dissulfeto e como homocistina (forma oxidada da

homocisteína), e de 1 a 2% como homocisteína livre (Welch e Loscalzo, 1998).

A homocisteína tem sido considerada um fator de risco para o aparecimento

de algumas doenças que afetam o sistema nervoso central (SNC), incluindo as

doenças de Parkinson, Alzheimer, Huntington e a isquemia cerebral (Kuhn et al.,

1998; Mudd et al., 2001; White et al., 2001; Mattson et al., 2002; Seshadri et al.,

2002). Neste contexto, estudos realizados em cultura de células e em modelos

animais de desordens neurodegenerativas mostram que a deficiência de ácido fólico

e os elevados níveis de homocisteína podem aumentar a vulnerabilidade à disfunção

e morte neuronal (Kruman et al., 2000; Kruman et al., 2001). Além disso, trabalhos

também mostram uma correlação entre os níveis plasmáticos de homocisteína e as

alterações vasculares como por exemplo, aterosclerose (Welch e Loscalzo, 1998).

Devido à presença de grupamento sulfidrila, a homocisteína pode auto-oxidar-

se formando homocistina, dissulfetos mistos e homocisteína tiolactona. Além disso, a

auto-oxidação da homocisteína pode resultar na formação de espécies reativas de

oxigênio (ERO), como o ânion superóxido, peróxido de hidrogênio e

subseqüentemente o radical hidroxila, as quais parecem estar diretamente
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envolvidas na patogênese das alterações vasculares e neurológicas encontradas em

pacientes com doenças neurodegenerativas e na homocistinúria (Fridman, 1999;

Hogg, 1999).
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1.3 Homocistinúria

1.3.1 Conceito e freqüência

A homocistinúria é um EIM do metabolismo de aminoácido causado pela

deficiência na atividade da enzima CBS, o que resulta em acúmulo tecidual de

homocisteína e metionina (Figura 2). A herança é autossômica recessiva, com

freqüência estimada em 1 caso para 200.000 nascimentos (Mudd et al., 2001). No

entanto, outro estudo do mesmo ano mostra que a freqüência está em torno de 1

caso para 80.000 nascimentos (Sokolova et al., 2001).

Figura 2. Deficiência da enzima cistationina β-sintase (CBS).

↑ METIONINA

↑ HOMOCISTEÍNA

CISTATIONINA

CISTEÍNA

 CBS
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1.3.2 Aspectos bioquímicos

O bloqueio da atividade da CBS tem como conseqüências o acúmulo de

homocisteína e metionina, que podem atingir concentrações plasmáticas de até 500

µmol/L e 2.000 µmol/L, respectivamente (Mudd et al., 2001). Elevações anormais

desses metabólitos ocorrem não apenas no plasma, mas também em outros fluidos,

tais como líquido cefalorraquidiano (Tada et al., 1967) e humor aquoso (Curtius et al.,

1968)

Os pacientes homocistinúricos também apresentam uma diminuição na

produção de cisteína, uma vez que a rota de síntese desse aminoácido está

bloqueada o que pode levar conseqüentemente, a uma redução nos níveis de

glutationa nesses pacientes (Mudd et al., 1985).

1.3.3 Aspectos clínicos

A homocistinúria é acompanhada de diversas anormalidades clínicas e

patológicas que atingem principalmente o sistema nervoso, vascular, ocular e ósseo.

No entanto, os mecanismos fisiopatológicos da homocistinúria ainda são pouco

conhecidos (Mudd et al., 2001).

Dentre as alterações que afetam o sistema ocular, a principal é o

deslocamento das lentes oculares. Com relação ao sistema ósseo, a osteoporose é a

manifestação clínica mais freqüente, sendo observada em mais de 50% dos
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pacientes homocistinúricos. A escoliose também pode ocorrer, provavelmente devido

à osteoporose precoce (De Franchis et al., 1998; Mudd et al., 2001).

O sistema vascular encontra-se bastante comprometido nos pacientes com

homocistinúria, sendo que o tromboembolismo é a maior causa de mortalidade em

pacientes portadores dessa doença. Dentre os eventos tromboembólicos mais

comuns, pode-se citar a oclusão de veias e artérias periféricas, acidentes vasculares

cerebrais e infarto do miocárdio (McCully, 1996; De Franchis et al., 1998; Mudd et al.,

2001).

A anormalidade mais freqüente do SNC é o retardo mental, o qual é o primeiro

sinal reconhecido na homocistinúria. Alterações como distúrbios psiquiátricos,

diminuição da capacidade cognitiva, convulsões e distúrbios extrapiramidais também

podem ser observadas em pacientes homocistinúricos (De Franchis et al., 1998;

Mudd et al., 2001).

1.3.4 Aspectos fisiopatológicos

A fisiopatologia dos sintomas neurológicos encontrados na homocistinúria

permanece incerta, e muitos estudos estão sendo feitos na tentativa de elucidá-la.

Alguns autores têm demonstrado que a homocisteína exerce efeitos tóxicos

sobre linhagens celulares de neurônios humanos (Parsons et al., 1998), além de

induzir morte celular pela ativação de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) bem

como pela produção de radicais livres, em cultura primária de células cerebelares de

ratos (Kim e Pae, 1996). Neste contexto, outros pesquisadores demonstraram que a
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homocisteína e seus metabólitos, homocisteato e sulfinato de homocisteína, exercem

efeitos citotóxicos atuando como agonistas do sítio de ligação do glutamato no

receptor NMDA, em culturas de células neuronais de ratos (Lipton et al., 1997; Flott-

Rahmel et al., 1998).

Evidências sugerem a participação do óxido nítrico na patogênese da

homocistinúria, da isquemia cerebral e de desordens neurodegenerativas como as

doenças de Alzheimer e Huntington (Boutell et al., 1998). Deste modo, estudos têm

demonstrado que o óxido nítrico quando produzido em excesso, através da ativação

de receptores NMDA pode estar envolvido em inúmeros processos neurotóxicos,

provavelmente pela geração de radicais livres como o peroxinitrito (potente agente

oxidante) (Zhang e Snyder, 1995; Lipton et al., 1997; Garthwaite et al., 1988).

Tem sido demonstrado também que a administração de homocisteína provoca

convulsões em ratos de diferentes idades (Kubová et al., 1995) e reduz

concentrações intracerebrais de adenosina, a qual parece ter ação depressora no

SNC (Mcllwain e Poll, 1985). Todos esses achados parecem contribuir para as

disfunções neurológicas características de indivíduos homocistinúricos.

Os mecanismos pelos quais elevadas concentrações de homocisteína causam

aterotrombose não estão completamente elucidados. No entanto, evidências

experimentais sugerem que os efeitos da homocisteína sobre as plaquetas,

endotélio, coagulação e lipoproteínas podem contribuir para a incidência de ateromas

em pacientes homocistinúricos (Mudd et al., 2001).

Sabe-se que a homocisteína, durante o processo de auto-oxidação, origina

potentes ERO como peróxido de hidrogênio, ânion superóxido e radical hidroxila.
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Esses podem iniciar a peroxidação lipídica na superfície de células endoteliais e em

lipoproteínas plasmáticas, diminuir a liberação de óxido nítrico pelas células

endoteliais o que favorece a proliferação de células musculares lisas vasculares

(Lubec et al., 1996). Desta forma, o dano oxidativo pode ser o responsável pelo início

do processo de disfunção endotelial e da toxicidade vascular provocado pela

homocisteína (Harker et al., 1974; Welch et al., 1997; Hogg, 1999).

A homocisteína pode causar disfunção do endotélio vascular não somente via

formação de radicais livres, mas também por aumentar a adesão plaquetária

(Meleady e Graham, 1995), além de alterar a expressão da enzima antioxidante

glutationa peroxidase em células endoteliais (Upchurch et al., 1997). A alteração do

fenótipo anti-trombótico endotelial ocorre através da  ativação de fatores de

coagulação como o fator V (Rodgers e Kane, 1986)  e XII (Ratnoff, 1968), do prejuízo

na ativação da proteína C (Rodgers e Conn, 1990), da inibição da expressão de

trombomodulina (Lentz e Sadler, 1991) e do fator tecidual (Fryer et al., 1993) o que

favorece a formação de trombos e conseqüentemente a aterogênese (Welch e

Loscalzo, 1998).

Estudos também mostram que a homocisteína provoca diminuição do

metabolismo oxidativo de células musculares lisas, levando à fibrose das mesmas

(McCully, 1993). A homocisteína tiolactona, um composto proveniente da auto-

oxidação da homocisteína, pode combinar-se com colesterol LDL formando

agregados que são fagocitados por macrófagos originando células espumosas

desenvolvendo assim, placas ateromatosas (Naruszewicz et al., 1994).
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As alterações ósseas, como osteoporose e escoliose, ocorrem provavelmente

pela ação da homocisteína no metabolismo do colágeno (Lubec et al., 1996). Quanto

à fisiopatologia das lesões oculares, acredita-se que um dos mecanismos envolvidos

é a oxidação de resíduos de cisteína presentes na fibrilina (glicoproteína localizada

na zona ocular) modificando a sua estrutura e causando conseqüentemente o

rompimento de fibras oculares e o deslocamento da lente ocular (Mudd et al., 2001).

1.3.5 Diagnóstico

A presença de um ou mais sinais clínicos característicos permite auxiliar no

diagnóstico da homocistinúria, sendo que o retardo mental é, geralmente, o primeiro

achado clínico encontrado nos pacientes homocistinúricos (Mudd et al., 2001).

Miopia e deslocamento da lente ocular (Cruysberg et al., 1996), além de alterações

vasculares e anormalidades esqueléticas são sinais e sintomas importantes para o

diagnóstico desses pacientes (Mudd et al., 2001). Entretanto, o diagnóstico definitivo

é baseado na presença de alterações bioquímicas características (Mudd et al.,

2001).

O achado laboratorial mais consistente é a presença de elevadas

concentrações de homocisteína na urina (Isherwood, 1996). No entanto, a dosagem

de homocisteína plasmática é de fundamental importância para o diagnóstico, uma

vez que há grande probabilidade de obter-se resultados falsos negativos nos exames

de detecção desse aminoácido na urina. Também pode ocorrer uma diminuição de
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cisteína e um aumento de metionina no plasma dos pacientes homocistinúricos

(Mudd et al., 2001).

O ensaio enzimático direto da atividade da CBS confirma o diagnóstico de

homocistinúria e pode ser realizado em biópsia de fígado, cultura de fibroblastos e/ou

linfócitos (Uhlendorf e Mudd, 1968; Goldstein et al., 1972; Mudd et al., 2001).

1.3.6 Tratamento

O tratamento dos pacientes homocistinúricos tem como objetivos controlar e

eliminar as alterações bioquímicas características da doença com a finalidade de

prevenir ou amenizar as alterações clínicas e impedir as complicações mais graves.

O tratamento será mais eficiente quanto mais precoce for o diagnóstico (Mudd et al.,

2001).

A administração de vitamina B6, vitamina B12, ácido fólico e betaína, além de

dietas com restrição de metionina são geralmente efetivos no controle de

concentrações plasmáticas elevadas de homocisteína. Entretanto, os pacientes

homocistinúricos podem responder ou não à suplementação com vitamina B6, o que

deve ser confirmado através da administração dessa vitamina e posterior dosagem

de homocisteína com o objetivo de melhor alcançar os resultados esperados (Mudd

et al., 2001).
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1.4 Butirilcolinesterase

1.4.1 Histórico

Na década de 30, quando os primeiros estudos envolvendo hidrólise de

ésteres de colina foram realizados, surgiu a idéia da existência da butirilcolinesterase

(Stedman et al., 1932). Posteriormente, descobriu-se que havia duas enzimas com

atividade colinesterásica sendo que uma dessas era específica para o

neurotransmissor acetilcolina, denominada acetilcolinesterase, enquanto a outra

catalisava a hidrólise de outros ésteres, denominada butirilcolinesterase (Alles e

Hawes, 1940; Mendel e Rudney, 1943).

Por muitos anos, a butirilcolinesterase foi considerada uma enzima não

específica e não essencial para a neurotransmissão colinérgica (Darvesh et al.,

2003). Entretanto, recentes observações sugerem que a butirilcolinesterase

apresenta funções mais específicas do que àquelas previamente descritas, o que

tem aumentado o interesse dos pesquisadores na investigação da estrutura,

distribuição e função dessa enzima.

1.4.2 Conceito, distribuição e estrutura

As colinesterases, acetilcolinesterase e butirilcolinesterase, são constituintes

ubíquos do sistema colinérgico o qual apresenta importante papel nas funções

cognitivas (Everitt e Robbins, 1997). Essas enzimas diferenciam-se quanto à
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distribuição tecidual, propriedade cinética, especificidade por substratos sintéticos e

naturais e por inibidores seletivos (Augustinsson, 1948; Wilson, 1951; Massoulié et

al., 1993; Cokugras e Teczan, 1997).

A butirilcolinesterase, também conhecida por colinesterase não específica ou

pseudocolinesterase, é uma enzima que está presente no soro, células

hematopoiéticas, fígado, coração, endotélio vascular, sinapses colinérgicas e no

SNC (Silver, 1974).

Quanto à estrutura, a butirilcolinesterase é similar a acetilcolinesterase

apresentando uma folha β central rodeada por α-hélices (Millard e Broomfield, 1992).

O sítio ativo da enzima contém uma tríade catalítica com os aminoácidos histidina,

ácido glutâmico e serina, sendo este último essencial para a atividade catalítica. Há

também um sítio aniônico formado pelo aminoácido triptofano e um sítio de acilação

no qual o grupo acil dos ésteres de colina encaixa-se durante a catálise (Lockridge et

al., 1987; Vellom et al., 1993). Apesar da hidrólise do substrato ocorrer na tríade

catalítica em ambas as colinesterases, algumas diferenças no curso catalítico, como

por exemplo o maior volume do sítio ativo da butirilcolinesterase, podem ser

importantes na determinação da preferência pelo substrato e da afinidade pelo

inibidor (Harel et al., 1993; Ekholm, 2001).

Assim como a acetilcolinesterase, a butirilcolinesterase apresenta diferentes

formas moleculares que incluem monômeros e oligômeros com subunidades

catalíticas idênticas (Massoulié et al., 1993; Soreq e Seidman, 2001). As formas

globulares monoméricas (G1) e diméricas (G2)  são simétricas, hidrofílicas e solúveis,

enquanto as tetraméricas (G4) podem também ser assimétricas e estar ancoradas à
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membrana por proteínas ricas em prolina (Massoulié, 2002). Existem também formas

assimétricas da butirilcolinesterase (A4, A8 e A12) constituídas de subunidades

catalíticas tetraméricas ligadas à membrana por um filamento colagenoso (Massoulié

et al., 1993).

1.4.3 Funções

A butirilcolinesterase catalisa a hidrólise de ésteres de colina incluindo

butirilcolina, succinilcolina e acetilcolina além de hidrolisar outros ésteres como a

cocaína, ácido acetilsalicílico e heroína (Lockridge, 1988; Massoulié et al., 1993).

Evidências sugerem que a butirilcolinesterase pode atuar como um co-

regulador da atividade da acetilcolina no SNC, uma vez que a inibição dessa enzima

aumenta de maneira dose dependente os níveis desse neurotransmissor no cérebro

(Giacobini, 2000). Na ausência da acetilcolinesterase, a butirilcolinesterase parece

substituí-la na manutenção da integridade estrutural e fisiológica do sistema

colinérgico (Mesulam et al., 2002).

Sabe-se também que a butirilcolinesterase participa da regulação da

proliferação e diferenciação neuronal durante o desenvolvimento do SNC (Dubovy e

Haninec, 1990; Layer, 1991).
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1.4.4 Butirilcolinesterase e disfunção cerebral

A butirilcolinesterase, juntamente com a acetilcolinesterase, tem um papel

importante na progressiva agregação do peptídeo β-amilóide e na maturação de

placas neuríticas características da doença de Alzheimer (Gómez e Morán, 1997).

Dados da literatura também mostram que as atividades das colinesterases estão

inibidas no córtex cerebral de pacientes portadores dessa doença (Atack et al., 1983;

Bowen and Dawison, 1986; Fishman et al., 1986; Giacobini et al., 2002). Além disso,

as atividades das colinesterases parecem estar associadas às alterações cognitivas

encontradas nesses pacientes (Cummings, 2000; Law et al., 2001).

Considerando que a butirilcolinesterase hidrolisa a acetilcolina no SNC,

convém ressaltar a importância dos estudos envolvendo a butirilcolinesterase sérica,

uma vez que essa enzima tem sido considerada um marcador periférico do sistema

colinérgico central (Fossi et al., 2002).
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1.5 Na+,K+-ATPase

1.5.1 Histórico

Em 1941, Robert Dean, com base em experimentos que demonstravam a

troca de íons sódio e potássio em tecido muscular, introduziu a idéia da existência de

uma bomba capaz de transportar esses íons através da membrana celular (citado

por Skou e Esmann, 1992). Posteriormente, em 1953, Schatzman observou que esse

transporte era inibido por glicosídeos cardiotônicos e no ano de 1956, através de

observações de Glynn, foi sugerida a ligação entre o efluxo ativo de sódio e o influxo

ativo de potássio (citado por Skou e Esmann, 1992).

Hoffman (1962) demonstrou experimentalmente que o único substrato

energético para o transporte ativo dos íons era o ATP, não podendo ser substituído

por outros ésteres trifosfato (ITP, UTP ou GTP) como havia sido proposto por

Maizels, em 1954 (citado por Skou e Esmann, 1992).

Após muitos estudos, Skou, em 1957, propôs que a bomba capaz de

transportar ativamente os íons sódio e potássio era uma proteína ligada à membrana

plasmática com propriedades catalíticas, ou seja, uma ATPase (Skou e Esmann,

1992). Ressalta-se que o cientista Jean Skou, em 1997, recebeu o Prêmio Nobel de

Química por essa descoberta.

Considerando a importância da Na+,K+-ATPase para a maioria das células

animais, muitos estudos foram e ainda são realizados com o objetivo de melhor

entender a sua estrutura, função e mecanismo de reação.
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1.5.2 Conceito, função e estrutura

A Na+,K+-ATPase é uma proteína integral de membrana, encontrada na

maioria das células de eucariotos, que transloca íons sódio e potássio contra seus

gradientes de concentração através da membrana plasmática, utilizando a energia

proveniente da hidrólise do ATP como força motriz.

O fluxo de íons ou seja, o transporte de três íons sódio para o meio

extracelular e de dois íons potássio para o meio interno produz um gradiente

eletroquímico através da membrana celular (Lingrel e Kuntzweiler, 1994). Esse

gradiente é utilizado como fonte energética para a manutenção do potencial de

repouso e da excitabilidade das células, regulação do volume celular, pH intracelular

e para o transporte de moléculas ligadas ao co-transporte de sódio, como glicose,

aminoácidos e neurotransmissores (Geering, 1990). Além disso, a Na+,K+-ATPase

consome o ATP produzido pelas células, sendo esse consumo de 40 a 60% nas

células neuronais (Erecinska e Silver, 1994).

A Na+,K+-ATPase pertence à classe de ATPases do tipo P da qual fazem parte

ATPases de membrana plasmática e retículo sarcoplasmático, como a Ca2+-ATPases

e a H+-ATPase. Essa classe de enzimas caracteriza-se por apresentar um

intermediário protéico fosforilado no seu ciclo catalítico, contudo a inibição por

glicosídeos cardiotônicos, como ouabaína e digoxina, é exclusiva para a Na+,K+-

ATPase (Lingrel e Kuntzweiler, 1994; Blanco e Mercer, 1998; Kaplan, 2002).
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Quanto à estrutura, a Na+,K+-ATPase é composta por três subunidades, α, β e

γ, incorporadas à bicamada lipídica na membrana plasmática (Glynn, 1993; Blanco e

Mercer, 1998; Blanco et al., 2000; Kaplan, 2002) (Figura 3).

Figura 3. Estrutura da Na+,K+-ATPase (Adaptado de Voet et al., 2000).

A subunidade α é composta por aproximadamente 1020 aminoácidos e tem

uma massa molecular de aproximadamente 113 kDa. Nessa localizam-se os sítios

de ligação para os íons sódio e potássio, ATP e glicosídeos cardiotônicos, sendo

portanto responsável pelas propriedades catalíticas e de transporte da enzima

(Gerring, 1990; Lingrel e Kuntzweiler, 1994; Blanco e Mercer, 1998; Kaplan, 2002).

Foram descritas quatro isoformas da subunidade α, chamadas de α1, α2, α3 e α4,

distribuídas em diferentes proporções nas células de diferentes tecidos. A isoforma

α1 ocorre na maioria dos tecidos, a α2 é encontrada predominantemente em

músculo esquelético, cérebro, coração e tecido adiposo, a α3 ocorre somente no

cérebro e no coração, enquanto a α4 parece ocorrer especificamente em testículo e
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epidídimo (Lingrel e Kuntzweiler, 1994; Blanco e Mercer, 1998; Blanco et al., 2000;

Kaplan, 2002).

A subunidade β é formada por aproximadamente 300 aminoácidos, tem massa

molecular de aproximadamente 55 kDa e três isoformas já foram identificadas em

tecido humano. A isoforma β1 ocorre em praticamente todos os tecidos, a β2 ocorre

predominantemente em tecido nervoso e muscular esquelético, enquanto a β3 ocorre

em testículo, retina, fígado e pulmão (Skou e Esmann, 1992; Lingrel e Kuntzweiler,

1994; Kaplan, 2002). Apesar de não possuir atividade catalítica, não é possível

separá-la da subunidade α sem perder a atividade enzimática (Skou e Esmann,

1992). Acredita-se que a subunidade β seja importante como agente estrutural da

Na+,K+-ATPase, na maturação e inserção da subunidade α na membrana e em

processos de interação célula-célula (Gerring, 1990; Skou e Esmann, 1992).

. A subunidade γ tem peso molecular de aproximadamente 12 kDa, sendo

encontrada somente nos rins. Sua função não está completamente elucidada, mas

há evidências sugerindo que essa subunidade modula a atividade da Na+,K+-

ATPase, além de pertencer a uma família de pequenas proteínas de membrana

envolvidas na passagem de íons pela membrana (Therien et al., 1997; Blanco e

Mercer, 1998; Kaplan, 2002).
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1.5.3 Mecanismo de reação

Em condições fisiológicas, a Na+,K+-ATPase transfere três íons sódio para o

meio extracelular e dois íons potássio para o meio intracelular contra seus gradientes

de concentração, hidrolisando uma molécula de ATP. Entretanto, essa enzima

apresenta um mecanismo de reação complexo, dividido em quatro etapas

fundamentais que envolvem dois estados conformacionais: um desfosforilado, com

alta afinidade por sódio (E1), e outro fosforilado, com alta afinidade por potássio (E2)

(Glynn, 1993). O mecanismo pode ser esquematizado conforme demonstra a figura

4.

Figura 4. Mecanismo de reação da Na+,K+-ATPase.
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Inicialmente, ocorre a ligação de três íons sódio e do ATP à face interna da

Na+,K+-ATPase com a transferência de um grupo fosfato do ATP e o aprisionamento

dos íons sódio à enzima. Posteriormente, com a mudança conformacional provocada

pela fosforilação, os sítios de ligação dos íons sódio são expostos ocorrendo a

liberação desses ao meio extracelular. A seguir, dois íons potássio ligam-se em sítios

de alta afinidade da Na+,K+-ATPase, e o fosfato inorgânico é liberado. A

desfosforilação da enzima causa outra mudança conformacional reduzindo a

afinidade pelo potássio e conseqüentemente liberando dois íons ao meio intracelular

(Glynn, 1993; Lingrel e Kuntzweiler, 1994; Blanco e Mercer, 1998; Kaplan, 2002). A

ouabaína, inibidor específico da Na+,K+-ATPase, liga-se à enzima fosforilada,

impedindo sua desfosforilação (Lingrel e Kuntzweiler, 1994; Kaplan, 2002).

1.5.4 Na+,K+-ATPase e disfunção cerebral

A Na+,K+-ATPase está presente em altas concentrações na membrana celular

cerebral, consumindo de 40 a 60% da energia produzida nesse tecido. Essa enzima

tem um papel fundamental no transporte ativo de íons sódio e potássio no SNC,

mantendo o gradiente iônico necessário para a excitabilidade neuronal, além de ser

responsável pela regulação do volume celular e do pH intracelular (Horisberger et al.,

1991; Erecinska e Silver, 1994; Blanco e Mercer, 1998).

Desta forma, considerando que a atividade da Na+,K+-ATPase é essencial

para as funções celulares e sinápticas, uma redução na sua atividade devido à

depleção de ATP ou à ação de inibidores, pode diminuir o funcionamento normal do
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cérebro (Lees, 1991). Neste contexto, estudos mostram que a administração

intracerebral de ouabaína, inibidor específico da Na+,K+-ATPase, provoca morte

neuronal em ratos (Lees et al., 1990).

Estudos demonstram que a Na+,K+-ATPase é inibida por radicais livres (Lees,

1993) e também que a inibição dessa enzima está associada à liberação de

neurotransmissores (Jacobson et al., 1986). Além disso, tem sido mostrado que a

atividade da Na+,K+-ATPase está diminuída na epilepsia (Grisar, 1984), em crises

convulsivas (Renkawek et al., 1992), na doença de Alzheimer (Liguri et al., 1990;

Hattori et al., 1998) e em modelos animais experimentais de isquemia cerebral

(Matejovicoca et al., 1996; Wyse et al., 2000).

Trabalhos realizados em nosso laboratório mostraram que metabólitos

acumulados em alguns EIM também inibem a atividade da Na+,K+-ATPase. A

fenilalanina, metabólito acumulado na fenilcetonúria, inibe a atividade dessa enzima

em córtex cerebral de ratos in vivo e in vitro (Wyse et al., 1995a; Wyse et al., 1995b).

Silva e colaboradores (1999) verificaram que alguns compostos guanidínicos

acumulados na hiperargininemia também inibem a atividade da Na+,K+-ATPase.

Adicionalmente, estudos realizados recentemente mostram que a homocisteína,

metabólito acumulado na homocistinúria, diminui a atividade dessa enzima em

hipocampo de ratos in vivo e in vitro (Streck et al., 2002a; Streck et al., 2002b). Por

outro lado, também demonstramos que a administração de vitaminas E e C previne a

inibição da Na+,K+-ATPase causada pela homocisteína (Streck et al., 2001; Wyse et

al., 2002)
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Devido à complexidade do tecido cerebral e a inacessibilidade para dosagens

bioquímicas diretas, diversos parâmetros de neurotransmissão têm sido identificados

em componentes sangüíneos, nos quais características farmacológicas e

bioquímicas parecem similares àquelas do SNC. Desta forma, muitos estudos têm

sido realizados com a Na+,K+-ATPase de tecidos periféricos como eritrócitos e

plaquetas, na tentativa de identificar marcadores periféricos que possam refletir

alterações neurológicas  de modo não invasivo.

Neste contexto, a redução da atividade da Na+,K+-ATPase em plaquetas de

pacientes com distúrbio bipolar têm sido considerada uma evidência de que uma

disfunção primária ou secundária dessa enzima pode predispor ou ter papel direto na

etiologia dessa doença (El-Mallakh e Wyatt, 1995). Adicionalmente, uma redução na

atividade da Na+,K+-ATPase foi encontrada no cérebro de ratos urêmicos com

disfunção neurológica (Fraser et al., 1985), bem como em eritrócitos de pacientes

com uremia (Vásárhelyi et al., 1996). Além disso, em nosso laboratório, foi

demonstrado que a Na+,K+-ATPase em plaquetas e eritrócitos de humanos parece

ser um marcador periférico para os efeitos neurotóxicos da fenilalanina na

fenilcetonúria (Bedin et al., 2000; Bedin et al., 2001).
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2. OBJETIVOS

Considerando que: a) pacientes com homocistinúria apresentam alterações

neurológicas e também são mais suscetíveis à  isquemia, b) a administração de

homocisteína prejudica a memória, c) as colinesterases são importantes para as

funções cognitivas, d) a atividade da Na+,K+-ATPase está diminuída na isquemia

cerebral, e) a homocisteína inibe a atividade dessa enzima in vitro f) as atividades da

butirilcolinesterase e da Na+,K+-ATPase em tecidos periféricos podem ser

consideradas marcadores de alterações que ocorram no SNC, este trabalho teve

como objetivos:

1. Verificar o efeito da administração aguda e crônica de homocisteína sobre a

atividade da butirilcolinesterase em soro de ratos;

2. Avaliar o efeito da administração de antioxidantes (ácido ascórbico e/ou

tocoferol) sobre a inibição da butirilcolinesterase em soro de ratos submetidos à

administração aguda de homocisteína;

3. Verificar o efeito in vitro de diferentes concentrações de homocisteína sobre

a atividade da butirilcolinesterase em soro de ratos;

4. Estudar a cinética de inibição da atividade da butirilcolinesterase causada

pela homocisteína in vitro;

5. Verificar o efeito in vitro de diferentes concentrações de homocisteína sobre

a atividade da Na+,K+-ATPase em plaquetas de ratos.
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4. DISCUSSÃO

A homocistinúria é um EIM causado pela deficiência severa na atividade da

enzima CBS e caracteriza-se bioquimicamente pelo acúmulo tecidual de

homocisteína e metionina. Os pacientes afetados por essa doença apresentam

alterações neurológicas como retardo mental, convulsões, distúrbios psíquicos e

alterações vasculares como aterosclerose e isquemia cerebral (De Franchis et al.,

1998; Kraus, 1998; Mudd et al., 2001).

Embora não esteja bem definida a exata etiopatogenia da disfunção

neurológica encontrada na homocistinúria, acredita-se que os altos níveis teciduais

de homocisteína possam, pelo menos em parte, contribuir para o dano cerebral

presente nos pacientes homocistinúricos (Allen et al., 1986; Mudd et al., 2001). Neste

contexto,  Parsons e colaboradores (1998) mostraram que a homocisteína tem ação

excitotóxica sobre linhagens celulares de neurônios humanos. Por outro lado, tem

sido demonstrado que a homocisteína provoca morte neuronal em cultura de células

de ratos pela ativação de receptores NMDA e pela produção de radicais livres (Kim e

Pae, 1996) e também que a administração desse aminoácido causa convulsões em

ratos e reduz concentrações intracerebrais de adenosina (Kubová et al., 1995;

McIlwain e Poll, 1985). Além disso, prévios trabalhos realizados em nosso laboratório

mostraram que a homocisteína diminui o metabolismo energético (Streck et al.,

2003a) e induz o estresse oxidativo em cérebro de ratos (Streck et al., 2003b).

Também foi demonstrado que esse aminoácido causa prejuízo na

memória/aprendizagem em ratos (Reis et al., 2002; Streck et al., 2003c).
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As colinesterases, acetilcolinesterase e butirilcolinesterase, são constituintes

ubíquos do sistema colinérgico o qual desempenha importante papel para as funções

cognitivas (Everitt e Robbins, 1997). Neste contexto, recentes estudos têm

demonstrado que um prejuízo à neurotransmissão colinérgica contribui para o déficit

cognitivo e para as alterações comportamentais encontrados em pacientes com a

doença de Alzheimer (Cummings, 2000; Law et al., 2001). Em adição, estudos

mostram que as colinesterases podem participar de processos patológicos como a

formação e deposição β-amilóide que ocorrem nessa doença (Benzi e Moretti, 1998;

Giacobini, 2001).

Dados da literatura mostram que a inibição das colinesterases leva ao

acúmulo de acetilcolina, hiperatividade colinérgica e convulsões (Olney et al., 1986;

Giacobini et al., 2002). Adicionalmente, alguns autores mostram que a atividade

dessas enzimas encontra-se diminuída no córtex cerebral de pacientes com a

doença de Alzheimer (Atack et al., 1983; Bowen e Dawison, 1986; Fishman et al.,

1986; Giacobini et al., 2002). Por outro lado, evidências têm demonstrado que níveis

elevados de homocisteína causam déficit na memória em ratos (Reis et al., 2002).

A Na+,K+-ATPase é uma enzima importante para o funcionamento cerebral

normal sendo responsável pelo transporte ativo de íons sódio e potássio no SNC

necessário para a manutenção da excitabilidade neuronal (Erecinska e Silver, 1994).

Estudos realizados mostram que a inibição dessa enzima está associada com várias

desordens neurodegenerativas (Lees, 1993). Por outro lado, nosso grupo mostrou

uma redução na atividade da Na+,K+-ATPase em ratos submetidos ao modelo

experimental de isquemia cerebral (Wyse et al., 2000). Outros trabalhos mostraram
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que a homocisteína inibe a atividade dessa enzima em hipocampo de ratos (Streck

et al., 2001). Mais recentemente, Wyse e colaboradores (2002) demonstraram que o

pré-tratamento com vitaminas E e C previne a inibição da Na+,K+-ATPase causada

pela administração de homocisteína.

Devido à inacessibilidade ao tecido nervoso, muitos trabalhos estão sendo

realizados com o objetivo de identificar marcadores periféricos de neurotoxicidade

facilitando assim, o estudo de desordens neurológicas e o acompanhamento de

pacientes com essas doenças. Neste contexto, as plaquetas humanas têm sido

utilizadas como modelos periféricos para o estudo de receptores de

neurotransmissores, da captação de glutamato, da proteína precursora amilóide e

além disso, o receptor serotoninérgico 5-HT2 de plaquetas pode ser considerado um

marcador relevante para a depressão e infarto (Sthal, 1985; Biegon et al., 1987;

Ferrarese et al., 2000; Di Luca et al., 2000; Rasmussen et al., 2003).

Considerando que a isoforma α1 da Na+,K+-ATPase  é predominante no

cérebro e nas plaquetas (Sweadner, 1992), que a redução da Na+,K+-ATPase em

plaquetas de pacientes portadores de distúrbio bipolar e de fenilcetonúria pode servir

como um marcador periférico dessas patologias (El-Mallakh e Wyatt, 1995; Bedin et

al., 2000), e por outro lado, que a atividade da butirilcolinesterase sérica também tem

sido utilizada como um marcador do sistema colinérgico central (Fossi et al., 1992),

no presente trabalho avaliamos o efeito da homocisteína sobre as atividades da

butirilcolinesterase e da Na+,K+-ATPase em soro e em plaquetas de ratos,

respectivamente.
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Inicialmente, avaliamos o efeito in vitro da homocisteína e da metionina,

metabólitos acumulados na homocistinúria, sobre a atividade da butirilcolinesterase

em soro de ratos de 60 dias. Os resultados obtidos mostraram que a homocisteína,

na concentração de 500 µM, diminui significativamente a atividade da

butirilcolinesterase em aproximadamente 37%. Em contraste, a metionina não alterou

a atividade dessa enzima em nenhuma das concentrações testadas, indicando assim

um efeito inibitório específico da homocisteína.

Posteriormente, realizamos estudos cinéticos da inibição da

butirilcolinesterase causada pela homocisteína. A análise dos dados mostrou que a

homocisteína inibe a enzima de forma competitiva com a acetilcolina, uma vez que

os valores de Km (constante de Michaelis-Menten) mudaram significativamente e que

a Vmax (velocidade máxima) não foi alterada, sugerindo um sítio de ligação comum

para essas substâncias.

Sabe-se que os modelos animais de EIM, embora incapazes de mimetizar

completamente uma doença humana, dão uma idéia do quadro clínico apresentado

durante na instalação e desenvolvimento da mesma. Em nosso laboratório

desenvolvemos modelos animais experimentais de vários EIM, como a fenilcetonúria

(Wyse et al., 1995a), a hiperprolinemia tipo II (Moreira et al., 1989), a homocistinúria

(Streck et al., 2002a) e as acidemias metilmalônica (Dutra et al., 1991) e propiônica

(Brusque et al., 1999), com o objetivo de melhor compreender os mecanismos

fisiopatológicos dessas doenças.

Neste trabalho utilizamos o modelo químico experimental de

hiperhomocisteinemia desenvolvido por Streck e colaboradores (2002a), no qual



48

atinge-se em ratos, níveis séricos de homocisteína similares àqueles encontrados

em pacientes homocistinúricos (de 0,4 a 0,5 mM). No modelo agudo, ratos de 29

dias receberam, por via subcutânea, uma dose única de homocisteína (0,6 µmol/g de

peso corporal) ou igual volume de solução salina 0,9%. Os animais foram

sacrificados 1 hora após a injeção. No modelo crônico, os ratos foram tratados do 6°

ao 28°, sendo a homocisteína administrada por via subcutânea, duas vezes ao dia

em intervalos de 8 horas entre as injeções. Os ratos foram sacrificados 12 horas

após a última injeção. As doses de homocisteína variavam de acordo com o peso e a

idade dos ratos e foram determinadas conforme os parâmetros farmacocinéticos

desse aminoácido (de 0,3 a 0,6 µmol/g  de peso corporal). Os animais controles

receberam igual volume de solução salina.

Os modelos químicos experimentais pós-natais, desenvolvidos em nosso

laboratório, a partir dos parâmetros farmacocinéticos da fenilalanina, homocisteína,

prolina, ácidos metilmalônico e propiônico (Wyse et al., 1995a; Moreira et al., 1989;

Dutra et al., 1991; Streck et al., 2002a) demonstraram que ratos tratados com esses

aminoácidos ou ácidos orgânicos apresentaram diminuição na atividade da Na+,K+-

ATPase (Wyse et al., 1995a; Wyse et al., 1998; Pontes et al., 1999; Wyse et al.,

2000; Streck et al., 2002a). Também foi mostrado que animais submetidos à

administração de homocisteína ou de ácido metilmalônico apresentam déficit no

metabolismo energético cerebral (Dutra et al., 1991; Streck et al., 2003a).

Outros estudos realizados em nosso laboratório mostraram que a

administração crônica de homocisteína, prolina, ácido metilmalônico e propiônico
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causaram alterações comportamentais em ratos (Moreira et al., 1989; Dutra et al.,

1991; Brusque et al., 1999; Streck et al., 2003c).

Utilizando os modelos agudo e crônico de hiperhomocisteinemia acima

citados, neste trabalho verificamos a atividade da butirilcolinesterase em soro de

ratos de 29 dias submetidos à administração aguda e crônica de homocisteína. Os

resultados obtidos mostraram que a administração aguda de homocisteína reduziu

significativamente a atividade da butirilcolinesterase em aproximadamente 28%.

Baseado em outros trabalhos da literatura mostrando que a atividade da

acetilcolinesterase, a qual apresenta similaridade estrutural com a

butirilcolinesterase, é diminuída pela ação de radicais livres (Tsakiris et al., 2000),

que a redução das atividades da acetilcolinesterase e da butirilcolinesterase causada

pela arginina é prevenida por antioxidantes (vitaminas E e C) (Wyse et al., 2003), e

por outro lado, que a vitamina C melhora a disfunção endotelial em pacientes com

homocistinúria (Pullin et al., 2002), neste trabalho avaliamos também a influência das

vitaminas E e C na redução da atividade da butirilcolinesterase causada pela

administração aguda de homocisteína. Os resultados mostraram que as vitaminas

per se não alteraram a atividade da enzima, mas preveniram completamente a ação

inibitória da homocisteína sobre a enzima, sugerindo a participação do estresse

oxidativo nessa inibição.

Posteriormente, avaliamos o efeito da administração crônica de homocisteína

sobre a butirilcolinesterase. Nossos resultados mostraram que os animais tratados

cronicamente com homocisteína apresentaram diminuição significativa (24%) na

atividade da butirilcolinesterase em soro de ratos. Os mecanismos responsáveis por
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essa inibição não foram investigados. Entretanto, a homocisteína poderia

indiretamente diminuir a síntese, aumentar a degradação da enzima ou alterar a

estrutura da molécula protéica através da ação de radicais livres.

Considerando que no tratamento crônico com homocisteína, os animais foram

decapitados aos 29 dias para determinação da butirilcolinesterase, também

investigamos o efeito in vitro de diferentes concentrações de homocisteína sobre a

atividade dessa enzima em soro de ratos de 29 dias. Nossos resultados mostraram

uma redução significativa na atividade da butirilcolinesterase nas concentrações

similares àquelas encontradas na hiperhomocisteinemia leve (100 µM) e severa (500

µM). Ressalta-se que a homocisteína inibiu a enzima de forma dose dependente,

com máxima inibição (25%) em 500 µM.

 Neste trabalho, também determinamos o efeito da homocisteína sobre a

atividade da Na+,K+-ATPase em plaquetas de ratos de 29 dias. Os resultados obtidos

mostraram que a homocisteína diminuiu significativamente, de forma dose

dependente, a atividade dessa enzima em todas as concentrações testadas (10, 100

e 500 µM), com inibição máxima de 80% em 500 µM. Esses resultados corroboram

com estudos prévios realizados em nosso laboratório mostrando que a homocisteína

inibe a atividade da Na+,K+-ATPase cerebral (Streck et al., 2001).

Os mecanismos pelos quais a homocisteína inibe as atividades da Na+,K+-

ATPase e da butirilcolinesterase in vitro não foram investigados. Entretanto,

considerando que a homocisteína induz a formação de radicais livres (Kim e Pae,

1996), o estresse oxidativo em cérebro de ratos (Streck et al., 2003b) e em plaquetas

de humanos (Signorello et al., 2002), que a Na+,K+-ATPase e a butirilcolinesterase
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são inibidas por radicais livres (Lees, 1993; Tsakiris et al., 2000; Streck et al., 2001) e

também, como demonstrado neste trabalho, que o pré-tratamento com as vitaminas

E e C previne a inibição da atividade da butirilcolinesterase causada pela

administração aguda de homocisteína, é provável que os radicais gerados pela

homocisteína sejam os responsáveis pela inibição dessas enzimas não excluindo

entretanto, um efeito direto da homocisteína sobre as mesmas.

Nossos resultados em conjunto mostram que a homocisteína inibe as

atividades da butirilcolinesterase e da Na+,K+-ATPase, em soro e plaquetas de ratos.

Desta forma, considerando que efeitos similares também ocorrem no SNC, sugere-

se que a determinação das atividades dessas enzimas em tecido periférico de

pacientes homocistinúricos possa representar um marcador periférico para a ação

central da homocisteína e, portanto, que uma redução nas atividades das mesmas

possa estar associada aos sintomas neurológicos presentes nesses pacientes.
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5. CONCLUSÕES

1- Os animais submetidos à administração aguda de homocisteína

apresentaram uma redução significativa na atividade da butirilcolinesterase em soro

de ratos de 29 dias.

2- O pré-tratamento com as vitaminas E e C previniu a inibição da atividade da

butirilcolinesterase causada pela administração aguda de homocisteína.

3- A administração crônica de homocisteína diminuiu significativamente a

atividade da butirilcolinesterase em soro de ratos de 29 dias.

4- A homocisteína in vitro, nas concentrações de 100 e 500 µM, reduziu

significativamente a atividade da butirilcolinesterase em soro de ratos de 29 dias.

5- A homocisteína in vitro, nas concentrações de 10, 100 e 500 µM, diminuiu a

atividade da Na+,K+-ATPase em plaquetas de ratos de 29 dias.

6- A homocisteína in vitro, na concentração de 500 µM, inibiu de forma

competitiva (o Km variou e a Vmax permaneceu constante) a atividade da

butirilcolinesterase em soro de ratos de 60 dias.
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Os resultados obtidos em nosso trabalho mostram que a inibição das

atividades da butirilcolinesterase e da Na+,K+-ATPase em tecidos periféricos pode

estar envolvida na etiopatogenia da homocistinúria, uma vez que essas enzimas

representem marcadores úteis e de fácil acesso para estudar os efeitos deletérios da

homocisteína sobre o SNC de pacientes homocistinúricos.
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6. PERSPECTIVAS

1- Verificar a atividade da butirilcolinesterase em cérebro e coração de ratos

submetidos ao modelo químico experimental de hiperhomocisteinemia.

2- Verificar o efeito in vivo e in vitro da homocisteína sobre a atividade da

acetilcolinesterase em cérebro e coração de ratos.

3- Verificar a atividade da Na+,K+-ATPase em plaquetas e coração de ratos

submetidos ao modelo químico experimental de hiperhomocisteinemia.

4- Avaliar o efeito in vitro da homocisteína sobre as atividades da

butirilcolinesterase e da Na+,K+-ATPase em sangue de indivíduos normais.
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