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RESUMO

A homocistindria € uma desordem metabdlica causada pela deficiéncia da
enzima cistationina p-sintase, resultando no acumulo tecidual de homocisteina e de
metionina. Os pacientes afetados por essa doenca apresentam principalmente
retardo mental, isquemia cerebral, convulsGes e aterosclerose. Entretanto, o0s
mecanismos fisiopatoldgicos responsaveis por essas manifestacbes sdo pouco
conhecidos.

O sistema colinérgico apresenta papel importante na funcdo cognitiva do qual
as colinesterases, acetilcolinesterase e butirilcolinesterase, s&o constituintes
ubiquos. Similarmente a acetilcolinesterase, a butirilcolinesterase hidrolisa a
acetilcolina e estd presente no soro, coracdo, endotélio vascular e no sistema
nervoso. Estudos tém mostrado que as colinesterases estdo inibidas no cortex
cerebral de pacientes com a doenca de Alzheimer. Adicionalmente, ha evidéncias na
literatura mostrando que as colinesterases sao inibidas por radicais livres.

A Na' K'-ATPase ¢ uma enzima fundamental responséavel pela manutengéo
do gradiente ibnico necessario para a excitabilidade neuronal e consome de 40 a
60% do ATP formado no cérebro. Recentes estudos tém demonstrado que essa
enzima é inibida por radicais livres e também que sua atividade esta diminuida na
isquemia cerebral, epilepsia e em doencgas neurodegenerativas como a doenca de
Alzheimer. Além disso, nosso grupo demonstrou que a homocisteina inibe a
atividade da Na*,K*-ATPase cerebral.

Considerando que: a) pouco se sabe sobre 0S mecanismos responsaveis
pelas manifestacdes neuroldgicas que ocorrem na homocistindria, b) a administracéo
de homocisteina prejudica a memaria, c) as colinesterases sdo importantes para as
funcdes cognitivas, d) a atividade da Na',K*-ATPase esta diminuida na isquemia
cerebral, €) a homocisteina 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 alteracdes que ocorram no sistema nervoso central, no

presente estudo determinamos o efeito in vitro da homocisteina sobre as atividades



da butiriicolinesterase e da Na',K'-ATPase em soro e plaquetas de ratos,
respectivamente. Também determinamos o efeito da administracdo aguda e crbnica
de homocisteina sobre a atividade da butirilcolinesterase sérica e a influéncia das
vitaminas E e C sobre os efeitos inibitorios causados pela homocisteina.

Os resultados mostraram que a homocisteina diminuiu significativamente a
atividade da butirilcolinesterase em soro de ratos de 60 dias in vitro. A homocisteina
inibiu essa enzima de forma competitiva com a acetilcolina como substrato. Também
foi verificado que a homocisteina 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 administragdo aguda de
homocisteina 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 ndo alterou per se a atividade da butirilcolinesterase, mas preveniu a
reducdo da atividade dessa enzima causada pela administracdo aguda de
homocisteina. Por fim, determinou-se que a administracao crénica desse aminoacido
diminuiu significativamente a atividade da butirilcolinesterase.

Os resultados obtidos em nosso trabalho sugerem que a reducdo das
atividades da butirilcolinesterase e da Na’,K'-ATPase pode estar associada a
disfuncdo neurologica presente em pacientes homocistindricos, uma vez que a
determinacdo dessas enzimas em sistemas periféricos represente um marcador para

a acao neurotéxica da homocisteina.



ABSTRACT

Homocystinuria is a metabolic disorder caused by deficiency of cystathionine
B-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, )
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.



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 activites 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. INTRODUCAO

1.1 Erros inatos do metabolismo

Em 1908, o inglés Archibald Garrod introduziu na literatura médica o termo erros
inatos do metabolismo (EIM), iniciando seus estudos em individuos afetados com
alcaptonuria, albinismo, pentosuria e cistindria. Garrod sugeriu um modelo de
heranca autossOmica recessiva para essas doencas, pois elas geralmente ocorriam
em irmaos e filhos de pais consangiineos (Scriver et al., 2001).

Segundo Bickel (1987), os EIM sao alteracdes genéticas que se manifestam
pela sintese de uma proteina andbmala, geralmente uma enzima, ou por uma
diminuicdo ou mesmo auséncia de sua sintese. Essas alteracbes resultam em
deficiéncia na atividade da enzima envolvida, ocasionando bloqueio de rotas
metabodlicas, como consequéncia, pode ocorrer tanto o acumulo de metabdlitos
toxicos como a falta de produtos essenciais, ambos com doenca subsequente.

Até o momento, ja foram descritos mais de 500 EIM (Scriver et al., 2001), a
maioria envolvendo processos de sintese, degradacao, transporte e armazenamento
de moléculas organicas (Benson e Fensom, 1985).

Os EIM séao divididos de acordo com a area do metabolismo afetada (Tabela

1) (Scriver et al., 2001).

15



Tabela 1. Classificacao dos EIM de acordo com a area do metabolismo afetada.
EIM de aminoé&cidos
EIM de acidos organicos
EIM de glicidios
EIM de lipidios
EIM de glicosaminoglicanos
EIM de glicoproteinas
EIM de purinas e pirimidinas
EIM de enzimas eritrocitarias
EIM de metais
EIM de lipoproteinas
EIM de hormonios
EIM de proteinas plasmaticas
Embora individualmente raros, os EIM s&o relativamente freqientes em seu
conjunto, estimando-se que possam ocorrer em até 1 em cada 1000 recém-nascidos
vivos (Giugliani,1988).

Os EIM sao, de maneira geral, distarbios graves que se manifestam na infancia
cujo diagnostico pode ser dificultado devido ao grande numero de alteraces,
diversidade de defeitos metabdlicos e auséncia, na maioria dos casos de sinais e
sintomas especificos. A grande maioria dos EIM pode beneficiar-se de um tratamento
especifico, que serd melhor quanto mais precoce for o diagnéstico (Giugliani, 1988).

Dentre os EIM, os mais frequentes sdo os EIM de aminoacidos, sendo

exemplos a fenilcetondria, a hiperprolinemia e a homocistindria, 0s quais apresentam

acumulo tecidual de fenilalanina, prolina e homocisteina, respectivamente.
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1.2 Homocisteina

A homocisteina € um aminoacido sulfurado formado durante o metabolismo da
metionina, aminoacido proveniente da dieta ou da degradacdo de proteinas
endogenas (Figura 1). A metionina, em uma reacao catalisada pela enzima metionina
adenosil transferase, € convertida em S-adenosil metionina (AdoMet) que, ao sofrer
reacoes de transmetilacdo, origina S-adenosil homocisteina (AdoHcy), a qual é
hidrolisada em adenosina e homocisteina através da enzima adenosil homocisteina
hidrolase. A homocisteina pode entdo, ser metabolizada pela via da remetilacdo ou
da transsulfuracéo (Fowler, 1997; Mudd et al., 2001).

No ciclo da remetilacdo, a homocisteina € remetilada formando metionina, em
uma reacgao catalisada pela enzima metionina sintase. A vitamina B, (cobalamina) é
um cofator essencial para essa enzima, 5-metil-tetrahidrofolato € o doador de
grupamentos metila nessa reacdo, e a enzima 5,10-metileno-tetrahidrofolato
redutase atua como um catalisador no processo de remetilacdo. A betaina também
pode doar um grupo metila a homocisteina, através da enzima betaina homocisteina
metiltransferase, formando dimetil glicina (Fowler, 1997; Mudd et al., 2001).

Sob condi¢des nas quais ha um excesso de metionina ou quando a sintese de
cisteina € requerida, a homocisteina entra na via de transsulfuracdo. Nessa, a
homocisteina primeiramente condensa-se com serina para formar cistationina, uma
reacao catalisada pela enzima cistationina -sintase (CBS), que utiliza vitamina Bg
(piridoxal fosfato) como cofator. A cistationina é subseqiientemente hidrolisada pela

enzima cistationina y-liase formando cisteina, que pode participar da formacdo da
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glutationa (importante antioxidante ndo enzimatico) ou ser metabolizada a sulfato e

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

i Dieta Proteinas enddgenas
Acido folico \
l' —p Metionina
THF MAT |
Ciclo dos
folatos A(IOMet A ” i il
; Aceptor de metila
5,10-MTHF MS l C I
VIT B,, Aceptor metilado
MTHFR AdoHcy
5-MeTHF
7 — Homocisteina
Rota de ('BS i Rota de
remetilacio VIT By transulfuracio
Cistationina
CL
VIT B,

Cisteina = == =) Sy ifato

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

MAT — metionina adenosil transferase; CBS — cistationina p-sintase; CL — cistationina y-liase; MS — metionina
sintase; MTHFR — metileno tetrahidrofolato redutase; AdoMet — S-adenosil metionina; AdoHcy — S-adenosil
homocisteina; THF - tetrahidrofolato; 5,10-MTHF — 5,10-metileno-tetrahidrofolato; 5-MeTHF — 5-metil-

tetrahidrofolato.

O metabolismo da homocisteina € controlado em trés pontos: 1) a competicao
pela metionina para formar AdoMet ou para sintese de proteinas, 2) a competicao da
AdoMet para sofrer transmetilacéo e formar AdoHcy ou sofrer descarboxilacdo e 3) a

disposicdo da homocisteina para formar metionina, cistationina ou AdoHcy
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(Finkelstein, 1998). Além disso, deficiéncias nutricionais, hormonios e idade podem
afetar o metabolismo desse aminoéacido (Fowler, 1997).

A concentracdo plasmatica de homocisteina em adultos normais é de 5-15
umol/L (Mudd et al., 2001), sendo que 70 a 80% desse aminoacido encontra-se
ligado a proteinas plasmaticas, principalmente a albumina, como dissulfetos mistos
com residuos de cisteina das proteinas. Em torno de 5 a 10% encontra-se ligada a
cisteina, através de uma ponte dissulfeto e como homocistina (forma oxidada da
homocisteina), e de 1 a 2% como homocisteina livre (Welch e Loscalzo, 1998).

A homocisteina tem sido considerada um fator de risco para o aparecimento
de algumas doencas que afetam o sistema nervoso central (SNC), incluindo as
doencgas 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 deficiéncia de acido fdlico
e os elevados niveis de homocisteina podem aumentar a vulnerabilidade a disfuncao
e morte neuronal (Kruman et al., 2000; Kruman et al., 2001). Além disso, trabalhos
também mostram uma correlagdo entre os niveis plasmaticos de homocisteina e as
alteragOes vasculares como por exemplo, aterosclerose (Welch e Loscalzo, 1998).

Devido a presenca de grupamento sulfidrila, a homocisteina pode auto-oxidar-
se formando homaocistina, dissulfetos mistos e homocisteina tiolactona. Além disso, a
auto-oxidacdo da homocisteina pode resultar na formagédo de espécies reativas de
oxigénio (ERO), como o0 éanion superoxido, peréxido de hidrogénio e

subsequentemente o radical hidroxila, as quais parecem estar diretamente
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envolvidas na patogénese das alteracGes vasculares e neurologicas encontradas em
pacientes com doencas neurodegenerativas e na homocistindria (Fridman, 1999;

Hogg, 1999).
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1.3 Homocistinuria

1.3.1 Conceito e freqiiéncia

A homocistindria € um EIM do metabolismo de aminoacido causado pela
deficiéncia na atividade da enzima CBS, o que resulta em acumulo tecidual de
homocisteina e metionina (Figura 2). A heranca é autossGmica recessiva, com
freqUéncia estimada em 1 caso para 200.000 nascimentos (Mudd et al., 2001). No
entanto, outro estudo do mesmo ano mostra que a freqiéncia esta em torno de 1

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

T METIONINA

T HOMOCISTEINA

CBS

CISTATIONINA

CISTEINA

Figura 2. Deficiéncia da enzima cistationina B-sintase (CBS).
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1.3.2 Aspectos bioquimicos

O bloqueio da atividade da CBS tem como consequéncias o acumulo de
homocisteina e metionina, que podem atingir concentracfes plasmaticas de até 500
umol/L e 2.000 umol/L, respectivamente (Mudd et al., 2001). Elevacdes anormais
desses metabdlitos ocorrem ndo apenas no plasma, mas também em outros fluidos,
tais como liquido cefalorraquidiano (Tada et al., 1967) e humor aquoso (Curtius et al.,
1968)

Os pacientes homocistinaricos também apresentam uma diminuicdo na
producdo de cisteina, uma vez que a rota de sintese desse aminoacido esta
bloqgueada o que pode levar consequientemente, a uma redugdo nos niveis de

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

1.3.3 Aspectos clinicos

A homocistindaria é acompanhada de diversas anormalidades clinicas e
patologicas que atingem principalmente o sistema nervoso, vascular, ocular e 4sseo.
No entanto, os mecanismos fisiopatolégicos da homocistindria ainda sdo pouco
conhecidos (Mudd et al., 2001).

Dentre as alteracbes que afetam o sistema ocular, a principal € o
deslocamento das lentes oculares. Com relag@o ao sistema ésseo, a osteoporose € a

manifestagdo clinica mais frequente, sendo observada em mais de 50% dos
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pacientes homocistinaricos. A escoliose também pode ocorrer, provavelmente devido
a osteoporose precoce (De Franchis et al., 1998; Mudd et al., 2001).

O sistema vascular encontra-se bastante comprometido nos pacientes com
homocistinaria, sendo que o tromboembolismo é a maior causa de mortalidade em
pacientes portadores dessa doenca. Dentre os eventos tromboembolicos mais
comuns, pode-se citar a oclusdo de veias e artérias periféricas, acidentes vasculares
cerebrais e infarto do miocéardio (McCully, 1996; De Franchis et al., 1998; Mudd et al.,
2001).

A anormalidade mais freqiente do SNC é o retardo mental, o qual € o primeiro
sinal reconhecido na homocistindria. Alteracdes como disturbios psiquiatricos,
diminuicdo da capacidade cognitiva, convulsdes e disturbios extrapiramidais também
podem ser observadas em pacientes homocistinaricos (De Franchis et al., 1998;

Mudd et al., 2001).

1.3.4 Aspectos fisiopatologicos

A fisiopatologia dos sintomas neurolégicos encontrados na homocistindria
permanece incerta, e muitos estudos estdo sendo feitos na tentativa de elucida-la.

Alguns autores tém demonstrado que a homocisteina exerce efeitos toxicos
sobre linhagens celulares de neurdnios humanos (Parsons et al., 1998), além de
induzir morte celular pela ativacdo de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) bem
como pela producédo de radicais livres, em cultura primaria de células cerebelares de

ratos (Kim e Pae, 1996). Neste contexto, outros pesquisadores demonstraram que a
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homocisteina e seus metabolitos, homocisteato e sulfinato de homocisteina, exercem
efeitos citotoxicos atuando como agonistas do sitio de ligacdo do glutamato no
receptor NMDA, em culturas de células neuronais de ratos (Lipton et al., 1997; Flott-
Rahmel et al., 1998).

Evidéncias sugerem a participacdo do Oxido nitrico na patogénese da
homocistindria, da isquemia cerebral e de desordens neurodegenerativas como as
doencas de Alzheimer e Huntington (Boutell et al., 1998). Deste modo, estudos tém
demonstrado que o 6xido nitrico quando produzido em excesso, através da ativacéo
de receptores NMDA pode estar envolvido em inUmeros processos heurotdxicos,
provavelmente pela geracdo 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 administracdo de homocisteina provoca
convulsdbes em ratos de diferentes idades (Kubova et al., 1995) e reduz
concentracdes intracerebrais de adenosina, a qual parece ter acao depressora no
SNC (Mcllwain e Poll, 1985). Todos esses achados parecem contribuir para as
disfuncdes neurolbgicas caracteristicas de individuos homocistinuricos.

Os mecanismos pelos quais elevadas concentracdes de homocisteina causam
aterotrombose ndo estdo completamente elucidados. No entanto, evidéncias
experimentais sugerem que os efeitos da homocisteina sobre as plaquetas,
endotélio, coagulacao e lipoproteinas podem contribuir para a incidéncia de ateromas
em pacientes homocistinuricos (Mudd et al., 2001).

Sabe-se que a homocisteina, durante o processo de auto-oxidacdo, origina

potentes ERO como peréxido de hidrogénio, anion superoxido e radical hidroxila.
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Esses podem iniciar a peroxidacao lipidica na superficie de células endoteliais e em
lipoproteinas plasmaticas, diminuir a liberagdo de O6xido nitrico pelas células
endoteliais o que favorece a proliferacdo de células musculares lisas vasculares
(Lubec et al., 1996). Desta forma, o dano oxidativo pode ser o responsavel pelo inicio
do processo de disfuncdo endotelial e da toxicidade vascular provocado pela
homocisteina (Harker et al., 1974; Welch et al., 1997; Hogg, 1999).

A homocisteina pode causar disfuncdo do endotélio vascular ndo somente via
formacdo de radicais livres, mas também por aumentar a adesado plaquetaria
(Meleady e Graham, 1995), além de alterar a expressdo da enzima antioxidante
glutationa peroxidase em células endoteliais (Upchurch et al., 1997). A alteracdo do
fendtipo anti-trombaotico endotelial ocorre através da  ativacdo de fatores de
coagulacéo como o fator V (Rodgers e Kane, 1986) e Xll (Ratnoff, 1968), do prejuizo
na ativacdo da proteina C (Rodgers e Conn, 1990), da inibicdo da expressao de
trombomodulina (Lentz e Sadler, 1991) e do fator tecidual (Fryer et al., 1993) o que
favorece a formacdo de trombos e consequentemente a aterogénese (Welch e
Loscalzo, 1998).

Estudos também mostram que a homocisteina provoca diminuicdo do
metabolismo oxidativo de células musculares lisas, levando a fibrose das mesmas
(McCully, 1993). A homocisteina tiolactona, um composto proveniente da auto-
oxidacdo da homocisteina, pode combinar-se com colesterol LDL formando
agregados que sao fagocitados por macrofagos originando células espumosas

desenvolvendo assim, placas ateromatosas (Naruszewicz et al., 1994).
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As alteracbes 6sseas, como osteoporose e escoliose, ocorrem provavelmente
pela acdo da homocisteina no metabolismo do colageno (Lubec et al., 1996). Quanto
a fisiopatologia das lesdes oculares, acredita-se que um dos mecanismos envolvidos
€ a oxidacao de residuos de cisteina presentes na fibrilina (glicoproteina localizada
na zona ocular) modificando a sua estrutura e causando conseqlentemente o

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

1.3.5 Diagnostico

A presenca de um ou mais sinais clinicos caracteristicos permite auxiliar no
diagnéstico da homocistindria, sendo que o retardo mental €, geralmente, o primeiro
achado clinico encontrado nos pacientes homocistinaricos (Mudd et al., 2001).
Miopia e deslocamento da lente ocular (Cruysberg et al., 1996), além de alteracGes
vasculares e anormalidades esqueléticas sdo sinais e sintomas importantes para o
diagnéstico desses pacientes (Mudd et al., 2001). Entretanto, o diagndstico definitivo
€ baseado na presenca de alteracBes bioguimicas caracteristicas (Mudd et al.,
2001).

O achado laboratorial mais consistente € a presenca de elevadas
concentrac6es de homocisteina na urina (Isherwood, 1996). No entanto, a dosagem
de homocisteina plasméatica € de fundamental importancia para o diagnéstico, uma
vez que ha grande probabilidade de obter-se resultados falsos negativos nos exames

de deteccdo desse aminoacido na urina. Também pode ocorrer uma diminuicdo de
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cisteina e um aumento de metionina no plasma dos pacientes homocistindricos
(Mudd et al., 2001).

O ensaio enzimatico direto da atividade da CBS confirma o diagndéstico de
homocistinaria e pode ser realizado em biopsia de figado, cultura de fibroblastos e/ou

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

1.3.6 Tratamento

O tratamento dos pacientes homocistindricos tem como objetivos controlar e
eliminar as alteracdes bioquimicas caracteristicas da doenca com a finalidade de
prevenir ou amenizar as alteracdes clinicas e impedir as complicacbes mais graves.
O tratamento serd mais eficiente quanto mais precoce for o diagnostico (Mudd et al.,
2001).

A administracdo de vitamina Bg, vitamina Bi,, acido folico e betaina, além de
dietas com restricdo de metionina sdo geralmente efetivos no controle de
concentracbes plasmaticas elevadas de homocisteina. Entretanto, os pacientes
homocistinaricos podem responder ou ndo a suplementacdo com vitamina Bg, 0 que
deve ser confirmado através da administracdo dessa vitamina e posterior dosagem
de homocisteina com o objetivo de melhor alcancar os resultados esperados (Mudd

et al., 2001).
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1.4 Butirilcolinesterase

1.4.1 Historico

Na década de 30, quando os primeiros estudos envolvendo hidrolise de
ésteres de colina foram realizados, surgiu a idéia da existéncia da butirilcolinesterase
(Stedman et al., 1932). Posteriormente, descobriu-se que havia duas enzimas com
atividade colinesterasica sendo que uma dessas era especifica para o
neurotransmissor acetilcolina, denominada acetilcolinesterase, enquanto a outra
catalisava a hidrolise de outros ésteres, denominada butirilcolinesterase (Alles e
Hawes, 1940; Mendel e Rudney, 1943).

Por muitos anos, a butirilcolinesterase foi considerada uma enzima né&o
especifica e ndo essencial para a neurotransmissao colinérgica (Darvesh et al.,
2003). Entretanto, recentes observacdes sugerem que a butirilcolinesterase
apresenta funcdes mais especificas do que aquelas previamente descritas, 0 que
tem aumentado o interesse dos pesquisadores na investigacdo da estrutura,

distribuicdo e funcédo dessa enzima.

1.4.2 Conceito, distribuicdo e estrutura

As colinesterases, acetilcolinesterase e butirilcolinesterase, sdo constituintes
ubiquos do sistema colinérgico o qual apresenta importante papel nas funcdes

cognitivas (Everitt e Robbins, 1997). Essas enzimas diferenciam-se quanto a
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distribuicdo 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 nao especifica ou
pseudocolinesterase, é uma enzima que esta presente no soro, células
hematopoiéticas, figado, coracdo, endotélio vascular, sinapses colinérgicas e no
SNC (Silver, 1974).

Quanto a estrutura, a butirilcolinesterase é similar a acetilcolinesterase
apresentando uma folha B central rodeada por a-hélices (Millard e Broomfield, 1992).
O sitio ativo da enzima contém uma triade catalitica com os amino&cidos histidina,
acido glutamico e serina, sendo este ultimo essencial para a atividade catalitica. Ha&
também um sitio aniénico formado pelo aminoacido triptofano e um sitio de acilagéo
no qual o grupo acil dos ésteres de colina encaixa-se durante a catalise (Lockridge et
al., 1987; Vellom et al.,, 1993). Apesar da hidrélise do substrato ocorrer na triade
catalitica em ambas as colinesterases, algumas diferencas no curso catalitico, como
por exemplo o maior volume do sitio ativo da butirilcolinesterase, podem ser
importantes na determinagdo da preferéncia 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 mondomeros e oligbmeros com subunidades
cataliticas idénticas (Massoulié et al.,, 1993; Soreq e Seidman, 2001). As formas
globulares monomeéricas (G;) e diméricas (G,) séo simétricas, hidrofilicas e soluveis,

enquanto as tetraméricas (G4) podem também ser assimétricas e estar ancoradas a
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membrana por proteinas ricas em prolina (Massouli€, 2002). Existem também formas
assimétricas da butirilcolinesterase (A4, As e Ajp) constituidas de subunidades
cataliticas tetraméricas ligadas a membrana por um filamento colagenoso (Massoulié

et al., 1993).

1.4.3 Funcobes

A Dbutirilcolinesterase catalisa a hidrélise de ésteres de colina incluindo
butirilcolina, succinilcolina e acetilcolina além de hidrolisar outros ésteres como a
cocaina, acido acetilsalicilico e heroina (Lockridge, 1988; Massoulié et al., 1993).

Evidéncias sugerem que a butirilcolinesterase pode atuar como um co-
regulador da atividade da acetilcolina no SNC, uma vez que a inibicdo dessa enzima
aumenta de maneira dose dependente os niveis desse neurotransmissor no cérebro
(Giacobini, 2000). Na auséncia da acetilcolinesterase, a butirilcolinesterase parece
substitui-la na manutencdo da integridade estrutural e fisiolégica do sistema
colinérgico (Mesulam et al., 2002).

Sabe-se também que a butirilcolinesterase participa da regulacdo da
proliferacédo e diferenciacdo neuronal durante o desenvolvimento do SNC (Dubovy e

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

A butirilcolinesterase, juntamente com a acetilcolinesterase, tem um papel
importante na progressiva agregacao do peptideo p-amildide e na maturacdo de
placas neuriticas caracteristicas da doenca de Alzheimer (Gomez e Moran, 1997).
Dados da literatura também mostram que as atividades das colinesterases estao
inibidas no cértex cerebral de pacientes portadores dessa doenca (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 as alteragfes cognitivas
encontradas nesses pacientes (Cummings, 2000; Law et al., 2001).

Considerando que a butirilcolinesterase hidrolisa a acetilcolina no SNC,
convém ressaltar a importancia 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 Histérico

Em 1941, Robert Dean, com base em experimentos que demonstravam a
troca de ions sodio e potassio em tecido muscular, introduziu a idéia da existéncia de
uma bomba capaz de transportar esses ions através da membrana celular (citado
por Skou e Esmann, 1992). Posteriormente, em 1953, Schatzman observou que esse
transporte era inibido por glicosideos cardioténicos e no ano de 1956, através de
observacdes de Glynn, foi sugerida a ligacéo entre o efluxo ativo de sddio e o influxo
ativo de potassio (citado por Skou e Esmann, 1992).

Hoffman (1962) demonstrou experimentalmente que o Unico substrato
energético para o transporte ativo dos ions era o ATP, ndo podendo ser substituido
por outros ésteres trifosfato (ITP, UTP ou GTP) como havia sido proposto por
Maizels, em 1954 (citado por Skou e Esmann, 1992).

ApOs muitos estudos, Skou, em 1957, propés que a bomba capaz de
transportar ativamente os ions sodio e potassio era uma proteina ligada a membrana
plasmatica com propriedades cataliticas, ou seja, uma ATPase (Skou e Esmann,
1992). Ressalta-se que o cientista Jean Skou, em 1997, recebeu o Prémio Nobel de
Quimica por essa descoberta.

Considerando a importancia da Na',K'-ATPase para a maioria das células
animais, muitos estudos foram e ainda sao realizados com o objetivo de melhor

entender a sua estrutura, funcdo e mecanismo de reacao.
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1.5.2 Conceito, fungéo e estrutura

A Na' K'-ATPase ¢ uma proteina integral de membrana, encontrada na
maioria das células de eucariotos, que transloca ions sodio e potassio contra seus
gradientes de concentracdo através da membrana plasmatica, utilizando a energia
proveniente da hidrolise do ATP como for¢a motriz.

O fluxo de ions ou seja, o transporte de trés ions sodio para 0 meio
extracelular e de dois ions potassio para o meio interno produz um gradiente
eletroquimico através da membrana celular (Lingrel e Kuntzweiler, 1994). Esse
gradiente € utilizado como fonte energética para a manutencdo do potencial de
repouso e da excitabilidade das células, regulacdo do volume celular, pH intracelular
e para o transporte de moléculas ligadas ao co-transporte de sodio, como glicose,
aminoacidos 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 a classe de ATPases do tipo P da qual fazem parte
ATPases de membrana plasmatica e reticulo sarcoplasmatico, como a Ca**-ATPases
e a H'-ATPase. Essa classe de enzimas caracteriza-se por apresentar um
intermediario protéico fosforilado no seu ciclo catalitico, contudo a inibicdo por
glicosideos cardiotdnicos, como ouabaina e digoxina, é exclusiva para a Na',K'-

ATPase (Lingrel e Kuntzweiler, 1994; Blanco e Mercer, 1998; Kaplan, 2002).
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Quanto a estrutura, a Na*,K*-ATPase € composta por trés subunidades, o, p e
vy, incorporadas a bicamada lipidica na membrana plasmatica (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 o é composta por aproximadamente 1020 aminoacidos e tem
uma massa molecular de aproximadamente 113 kDa. Nessa localizam-se os sitios
de ligacdo para os ions sodio e potassio, ATP e glicosideos cardiotbnicos, sendo
portanto responsavel pelas propriedades cataliticas e de transporte da enzima
(Gerring, 1990; Lingrel e Kuntzweiler, 1994; Blanco e Mercer, 1998; Kaplan, 2002).
Foram descritas quatro isoformas da subunidade o, chamadas de al, a2, a3 e a4,
distribuidas em diferentes propor¢gdes nas células de diferentes tecidos. A isoforma
al ocorre na maioria dos tecidos, a a2 € encontrada predominantemente em
musculo esquelético, cérebro, coracdo e tecido adiposo, a a3 ocorre somente no

cérebro e no coracdo, enquanto a a4 parece ocorrer especificamente em testiculo e
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epididimo (Lingrel e Kuntzweiler, 1994; Blanco e Mercer, 1998; Blanco et al., 2000;
Kaplan, 2002).

A subunidade 3 é formada por aproximadamente 300 aminoacidos, tem massa
molecular de aproximadamente 55 kDa e trés isoformas ja foram identificadas em
tecido humano. A isoforma 1 ocorre em praticamente todos os tecidos, a 32 ocorre
predominantemente em tecido nervoso e muscular esquelético, enquanto a 3 ocorre
em testiculo, retina, figado e pulméo (Skou e Esmann, 1992; Lingrel e Kuntzweiler,
1994; Kaplan, 2002). Apesar de ndo possuir atividade catalitica, ndo é possivel
separa-la da subunidade o sem perder a atividade enzimatica (Skou e Esmann,
1992). Acredita-se que a subunidade B seja importante como agente estrutural da
Na®,K*-ATPase, na maturacdo e insercdo da subunidade o na membrana e em
processos de interacdo célula-célula (Gerring, 1990; Skou e Esmann, 1992).

A subunidade y tem peso molecular de aproximadamente 12 kDa, sendo
encontrada somente nos rins. Sua funcao ndo estd completamente elucidada, mas
ha evidéncias sugerindo que essa subunidade modula a atividade da Na',K'-
ATPase, além de pertencer a uma familia de pequenas proteinas de membrana
envolvidas na passagem de ions pela membrana (Therien et al.,, 1997; Blanco e

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

Em condicdes fisiologicas, a Na*,K*-ATPase transfere trés ions sédio para o
meio extracelular e dois ions potassio para o meio intracelular contra seus gradientes
de concentracdo, hidrolisando uma molécula de ATP. Entretanto, essa enzima
apresenta um mecanismo de reacdo complexo, dividido em quatro etapas
fundamentais que envolvem dois estados conformacionais: um desfosforilado, com
alta afinidade por sddio (E1), e outro fosforilado, com alta afinidade por potassio (E2)
(Glynn, 1993). O mecanismo pode ser esquematizado conforme demonstra a figura
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Figura 4. Mecanismo de reacdo da Na*,K*-ATPase.
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Inicialmente, ocorre a ligacdo de trés ions sodio e do ATP a face interna da
Na*,K*-ATPase com a transferéncia de um grupo fosfato do ATP e o aprisionamento
dos ions sodio a enzima. Posteriormente, com a mudanca conformacional provocada
pela fosforilagdo, os sitios de ligacdo dos ions sédio sdo expostos ocorrendo a
liberacdo desses ao meio extracelular. A seguir, dois ions potassio ligam-se em sitios
de alta afinidade da Na',K'-ATPase, e o fosfato inorgéanico é liberado. A
desfosforilagcdo da enzima causa outra mudanca conformacional reduzindo a
afinidade pelo potassio e consequentemente liberando dois ions ao meio intracelular
(Glynn, 1993; Lingrel e Kuntzweiler, 1994; Blanco e Mercer, 1998; Kaplan, 2002). A
ouabaina, inibidor especifico da Na',K'-ATPase, liga-se a enzima fosforilada,

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

1.5.4 Na',K*-ATPase e disfuncéo cerebral

A Na' K*-ATPase esta presente em altas concentracdes na membrana celular
cerebral, consumindo de 40 a 60% da energia produzida nesse tecido. Essa enzima
tem um papel fundamental no transporte ativo de ions sodio e potassio no SNC,
mantendo o gradiente iGnico necessario para a excitabilidade neuronal, além de ser
responsavel pela regulacdo 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 funcdes celulares e sinapticas, uma reducdo na sua atividade devido a

deplecdo de ATP ou a acéo de inibidores, pode diminuir o funcionamento normal do
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cérebro (Lees, 1991). Neste contexto, estudos mostram que a administracdo
intracerebral de ouabaina, inibidor especifico 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 inibicAo dessa enzima estd associada a liberacdo de
neurotransmissores (Jacobson et al., 1986). Aléem disso, tem sido mostrado que a
atividade da Na',K'-ATPase esta diminuida na epilepsia (Grisar, 1984), em crises
convulsivas (Renkawek et al., 1992), na doenca 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 laboratério mostraram que metabdlitos
acumulados em alguns EIM também inibem a atividade da Na',K'-ATPase. A
fenilalanina, metabolito acumulado na fenilcetonuria, inibe a atividade dessa enzima
em cortex cerebral de ratos in vivo e in vitro (Wyse et al., 1995a; Wyse et al., 1995b).
Silva e colaboradores (1999) verificaram que alguns compostos guanidinicos
acumulados na hiperargininemia também inibem a atividade da Na',K'-ATPase.
Adicionalmente, estudos realizados recentemente mostram que a homocisteina,
metabdlito acumulado na homocistindria, 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 administracao de vitaminas E e C previne a
inibicdo da Na*,K'-ATPase causada pela homocisteina (Streck et al., 2001; Wyse et

al., 2002)
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Devido a complexidade do tecido cerebral e a inacessibilidade para dosagens
bioquimicas diretas, diversos parametros de neurotransmisséao tém sido identificados
em componentes sanglineos, nos quais caracteristicas farmacolégicas e
bioquimicas parecem similares aquelas do SNC. Desta forma, muitos estudos tém
sido realizados com a Na',K'-ATPase de tecidos periféricos como eritrocitos e
plaguetas, na tentativa de identificar marcadores periféricos que possam refletir
alteracdes neurolégicas de modo néo invasivo.

Neste contexto, a reducdo da atividade da Na',K'-ATPase em plaquetas de
pacientes com disturbio bipolar tém sido considerada uma evidéncia de que uma
disfuncéo primaria ou secundaria dessa enzima pode predispor ou ter papel direto na
etiologia dessa doenca (El-Mallakh e Wyatt, 1995). Adicionalmente, uma reducdo na
atividade da Na',K'-ATPase foi encontrada no cérebro de ratos urémicos com
disfuncéo neurolégica (Fraser et al., 1985), bem como em eritrécitos de pacientes
com uremia (Vasarhelyi et al., 1996). Além disso, em nosso laboratorio, foi
demonstrado que a Na',K*-ATPase em plaquetas e eritrocitos de humanos parece
ser um marcador periférico para os efeitos neurotoxicos da fenilalanina na

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

Considerando que: a) pacientes com homocistindria apresentam alteracdes
neurologicas e também sdo mais suscetiveis a isquemia, b) a administracdo de
homocisteina prejudica a memoaria, ¢) as colinesterases sdo importantes para as
funcdes cognitivas, d) a atividade da Na',K'-ATPase esta diminuida na isquemia
cerebral, €) a homocisteina 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 alteracdes que ocorram no SNC, este trabalho teve

como objetivos:

1. Verificar o efeito da administracdo aguda e crénica de homocisteina sobre a
atividade da butirilcolinesterase em soro de ratos;

2. Avaliar o efeito da administracdo de antioxidantes (acido ascorbico e/ou
tocoferol) sobre a inibicdo da butirilcolinesterase em soro de ratos submetidos a
administracdo aguda de homocisteina;

3. Verificar o efeito in vitro de diferentes concentracdes de homocisteina sobre
a atividade da butirilcolinesterase em soro de ratos;

4. Estudar a cinética de inibicao da atividade da butirilcolinesterase causada
pela homocisteina in vitro;

5. Verificar o efeito in vitro de diferentes concentracdes de homocisteina sobre

a atividade da Na',K*-ATPase em plaquetas de ratos.
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4. DISCUSSAO

A homocistindria € um EIM causado pela deficiéncia severa na atividade da
enzima CBS e caracteriza-se bioquimicamente pelo acumulo tecidual de
homocisteina e metionina. Os pacientes afetados por essa doenca apresentam
alteracbes neurolégicas como retardo mental, convulses, disturbios psiquicos e
alteracOes vasculares como aterosclerose e isquemia cerebral (De Franchis et al.,
1998; Kraus, 1998; Mudd et al., 2001).

Embora ndo esteja bem definida a exata etiopatogenia da disfuncao
neurologica encontrada na homocistinuria, acredita-se que os altos niveis teciduais
de homocisteina possam, pelo menos em parte, contribuir para o dano cerebral
presente nos pacientes homocistinaricos (Allen et al., 1986; Mudd et al., 2001). Neste
contexto, Parsons e colaboradores (1998) mostraram que a homocisteina tem acéo
excitotoxica sobre linhagens celulares de neurénios humanos. Por outro lado, tem
sido demonstrado que a homocisteina provoca morte neuronal em cultura de células
de ratos pela ativacao de receptores NMDA e pela producéo de radicais livres (Kim e
Pae, 1996) e também que a administracdo desse aminoacido causa convulsfes em
ratos e reduz concentracfes intracerebrais de adenosina (Kubova et al., 1995;
Mcllwain e Poll, 1985). Além disso, prévios trabalhos realizados em nosso laboratorio
mostraram que a homocisteina diminui 0 metabolismo energético (Streck et al.,
2003a) e induz o estresse oxidativo em cérebro de ratos (Streck et al., 2003b).
Também foi demonstrado que esse aminoacido causa prejuizo na

memoria/aprendizagem em ratos (Reis et al., 2002; Streck et al., 2003c).
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As colinesterases, acetilcolinesterase e butirilcolinesterase, sdo constituintes
ubiquos do sistema colinérgico o qual desempenha importante papel para as funcdes
cognitivas (Everitt e Robbins, 1997). Neste contexto, recentes estudos tém
demonstrado que um prejuizo a neurotransmissao colinérgica contribui para o déficit
cognitivo e para as alteragcbes comportamentais encontrados em pacientes com a
doenca de Alzheimer (Cummings, 2000; Law et al.,, 2001). Em adicdo, estudos
mostram que as colinesterases podem participar de processos patolégicos como a
formacéo e deposicéo B-amiléide que ocorrem nessa doenca (Benzi e Moretti, 1998;
Giacobini, 2001).

Dados da literatura mostram que a inibicdo das colinesterases leva ao
acumulo de acetilcolina, hiperatividade colinérgica e convulsdes (Olney et al., 1986;
Giacobini et al.,, 2002). Adicionalmente, alguns autores mostram que a atividade
dessas enzimas encontra-se diminuida no cortex cerebral de pacientes com a
doenca de Alzheimer (Atack et al., 1983; Bowen e Dawison, 1986; Fishman et al.,
1986; Giacobini et al., 2002). Por outro lado, evidéncias tém demonstrado que niveis
elevados de homocisteina causam déficit na memdéria em ratos (Reis et al., 2002).

A Na' K*-ATPase € uma enzima importante para o funcionamento cerebral
normal sendo responsavel pelo transporte ativo de ions sédio e potassio no SNC
necessario para a manutencao da excitabilidade neuronal (Erecinska e Silver, 1994).
Estudos realizados mostram que a inibicdo dessa enzima esta associada com varias
desordens neurodegenerativas (Lees, 1993). Por outro lado, nosso grupo mostrou
uma reducdo 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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gue a homocisteina inibe a atividade dessa enzima em hipocampo de ratos (Streck
et al., 2001). Mais recentemente, Wyse e colaboradores (2002) demonstraram que 0
pré-tratamento com vitaminas E e C previne a inibicdo da Na',K'-ATPase causada
pela administracdo de homocisteina.

Devido a inacessibilidade ao tecido nervoso, muitos trabalhos estdo sendo
realizados com o objetivo de identificar marcadores periféricos de neurotoxicidade
facilitando assim, o estudo de desordens neurologicas e o acompanhamento de
pacientes com essas doencas. Neste contexto, as plaguetas humanas tém sido
utiizadas como modelos periféricos para o0 estudo de receptores de
neurotransmissores, da captacdo de glutamato, da proteina precursora amiloide e
além disso, o receptor serotoninérgico 5-HT2 de plaquetas pode ser considerado um
marcador relevante para a depressao 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 ol da Na',K'-ATPase ¢ predominante no
cérebro e nas plaquetas (Sweadner, 1992), que a reducdo da Na',K'-ATPase em
plaguetas de pacientes portadores de distlurbio bipolar e de fenilcetonuria 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 homocisteina 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 homocisteina e da metionina,
metabolitos acumulados na homocistindria, sobre a atividade da butirilcolinesterase
em soro de ratos de 60 dias. Os resultados obtidos mostraram que a homocisteina,
na concentracdo de 500 uM, diminui significativamente a atividade da
butirilcolinesterase em aproximadamente 37%. Em contraste, a metionina nao alterou
a atividade dessa enzima em nenhuma das concentracdes testadas, indicando assim
um efeito inibitério especifico da homocisteina.

Posteriormente,  realizamos  estudos cinéticos da inibicdo da
butirilcolinesterase causada pela homocisteina. A analise dos dados mostrou que a
homocisteina inibe a enzima de forma competitiva com a acetilcolina, uma vez que
os valores de K, (constante de Michaelis-Menten) mudaram significativamente e que
a Vmax (velocidade maxima) ndo foi alterada, sugerindo um sitio de ligacdo comum
para essas substancias.

Sabe-se que os modelos animais de EIM, embora incapazes de mimetizar
completamente uma doenca humana, ddo uma idéia do quadro clinico apresentado
durante na instalacdo e desenvolvimento da mesma. Em nosso laboratério
desenvolvemos modelos animais experimentais de varios EIM, como a fenilcetonuria
(Wyse et al., 1995a), a hiperprolinemia tipo 1l (Moreira et al., 1989), a homocistinuria
(Streck et al., 2002a) e as acidemias metilmaldnica (Dutra et al., 1991) e propiénica
(Brusque et al., 1999), com o objetivo de melhor compreender os mecanismos
fisiopatoldgicos dessas doengas.

Neste trabalho utilizamos o modelo quimico experimental de

hiperhomocisteinemia desenvolvido por Streck e colaboradores (2002a), no qual
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atinge-se em ratos, niveis séricos de homocisteina similares aqueles encontrados
em pacientes homocistindricos (de 0,4 a 0,5 mM). No modelo agudo, ratos de 29
dias receberam, por via subcutanea, uma dose unica de homocisteina (0,6 umol/g de
peso corporal) ou igual volume de solugcdo salina 0,9%. Os animais foram
sacrificados 1 hora apoés a inje¢cdo. No modelo crénico, os ratos foram tratados do 6°
ao 28°, sendo a homocisteina administrada por via subcutanea, duas vezes ao dia
em intervalos de 8 horas entre as injecbes. Os ratos foram sacrificados 12 horas
apos a ultima injecdo. As doses de homocisteina variavam de acordo com o peso e a
idade dos ratos e foram determinadas conforme os parametros farmacocinéticos
desse aminoécido (de 0,3 a 0,6 umol/g de peso corporal). Os animais controles
receberam igual volume de solugéo salina.

Os modelos quimicos experimentais pos-natais, desenvolvidos em nosso
laboratorio, a partir dos parametros farmacocinéticos da fenilalanina, homocisteina,
prolina, acidos metilmalénico e propidnico (Wyse et al., 1995a; Moreira et al., 1989;
Dutra et al., 1991; Streck et al., 2002a) demonstraram que ratos tratados com esses
aminoacidos ou acidos organicos apresentaram diminuicdo 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 a
administracdo de homocisteina ou de acido metilmalénico apresentam déficit no
metabolismo energético cerebral (Dutra et al., 1991; Streck et al., 2003a).

Outros estudos realizados em nosso laboratério mostraram que a

administracdo crénica de homocisteina, prolina, acido metilmalénico e propidnico
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causaram alteracées comportamentais em ratos (Moreira et al., 1989; Dutra et al.,
1991; Brusque et al., 1999; Streck et al., 2003c).

Utilizando os modelos agudo e crbénico de hiperhomocisteinemia acima
citados, neste trabalho verificamos a atividade da butirilcolinesterase em soro de
ratos de 29 dias submetidos a administracdo aguda e cronica de homocisteina. Os
resultados obtidos mostraram que a administracdo aguda de homocisteina 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 diminuida pela acédo de radicais livres (Tsakiris et al., 2000),
que a reducao 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 disfuncdo endotelial em pacientes com
homocistinaria (Pullin et al., 2002), neste trabalho avaliamos também a influéncia das
vitaminas E e C na reducdo da atividade da butirilcolinesterase causada pela
administracdo aguda de homocisteina. Os resultados mostraram que as vitaminas
per se ndo alteraram a atividade da enzima, mas preveniram completamente a acéo
inibitéria da homocisteina sobre a enzima, sugerindo a participacdo do estresse
oxidativo nessa inibicao.

Posteriormente, avaliamos o efeito da administracdo crénica de homocisteina
sobre a butirilcolinesterase. Nossos resultados mostraram que 0s animais tratados
cronicamente com homocisteina apresentaram diminuicdo significativa (24%) na

atividade da butirilcolinesterase em soro de ratos. Os mecanismos responsaveis por
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essa inibicdo nao foram investigados. Entretanto, a homocisteina poderia
indiretamente diminuir a sintese, aumentar a degradacdo da enzima ou alterar a
estrutura da molécula protéica atraves da acdo de radicais livres.

Considerando que no tratamento crénico com homocisteina, os animais foram
decapitados aos 29 dias para determinacdo da butirilcolinesterase, também
investigamos o efeito in vitro de diferentes concentracdes de homocisteina sobre a
atividade dessa enzima em soro de ratos de 29 dias. Nossos resultados mostraram
uma reducdo significativa na atividade da butirilcolinesterase nas concentracdes
similares aquelas encontradas na hiperhomocisteinemia leve (100 uM) e severa (500
uM). Ressalta-se que a homocisteina inibiu a enzima de forma dose dependente,
com maxima inibicéo (25%) em 500 uM.

Neste trabalho, também determinamos o efeito da homocisteina sobre a
atividade da Na*,K*-ATPase em plaquetas de ratos de 29 dias. Os resultados obtidos
mostraram que a homocisteina diminuiu significativamente, de forma dose
dependente, a atividade dessa enzima em todas as concentracdes testadas (10, 100
e 500 uM), com inibicdo maxima de 80% em 500 uM. Esses resultados corroboram
com estudos prévios realizados em nosso laboratorio mostrando que a homocisteina
inibe a atividade da Na*,K*-ATPase cerebral (Streck et al., 2001).

Os mecanismos pelos quais a homocisteina inibe as atividades da Na',K'-
ATPase e da butirilcolinesterase in vitro ndo foram investigados. Entretanto,
considerando que a homocisteina induz a formacao 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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sao 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 inibicAo da atividade da butirilcolinesterase causada pela
administracdo aguda de homocisteina, € provavel que os radicais gerados pela
homocisteina sejam 0s responsaveis pela inibicdo dessas enzimas nao excluindo
entretanto, um efeito direto da homocisteina sobre as mesmas.

Nossos resultados em conjunto mostram que a homocisteina 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 determinacdo das atividades dessas enzimas em tecido periférico de
pacientes homocistindricos possa representar um marcador periférico para a acéo
central da homocisteina e, portanto, que uma reducdo nas atividades das mesmas

possa estar associada aos sintomas neurol0gicos presentes nesses pacientes.
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5. CONCLUSOES

1- Os animais submetidos a administracdo aguda de homocisteina
apresentaram uma reducao significativa na atividade da butirilcolinesterase em soro

de ratos de 29 dias.

2- O prée-tratamento com as vitaminas E e C previniu a inibicdo da atividade da

butirilcolinesterase causada pela administracdo aguda de homocisteina.

3- A administracdo crénica de homocisteina diminuiu significativamente a

atividade da butirilcolinesterase em soro de ratos de 29 dias.

4- A homocisteina in vitro, nas concentracdes de 100 e 500 uM, reduziu

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

5- A homaocisteina in vitro, nas concentra¢gdes de 10, 100 e 500 uM, diminuiu a

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

6- A homocisteina in vitro, na concentracdo de 500 uM, inibiu de forma

competitiva (0 K, 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 inibicdo das
atividades da butirilcolinesterase e da Na',K'-ATPase em tecidos periféricos pode
estar envolvida na etiopatogenia da homocistindria, uma vez que essas enzimas
representem marcadores Uteis e de facil acesso para estudar os efeitos deletérios da

homocisteina sobre o SNC de pacientes homocistinuricos.

53



6. PERSPECTIVAS

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

submetidos ao modelo quimico experimental de hiperhomocisteinemia.

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

acetilcolinesterase em cérebro e coracao de ratos.

3- Verificar a atividade da Na',K'-ATPase em plaquetas e coracdo de ratos

submetidos ao modelo quimico experimental de hiperhomocisteinemia.

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

butirilcolinesterase e da Na*,K*'-ATPase em sangue de individuos normais.
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