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RESUMO 

A hiper-homocisteinemia leve é um fator de risco para doenças cerebrais 

e cardiovasculares embora os mecanismos subjacentes a essas alterações não 

estejam completamente elucidados. O objetivo principal desta tese de 

doutorado foi desenvolver um modelo experimental crônico quimicamente 

induzido de hiper-homocisteinemia leve em ratos adultos. Usando esse 

modelo, investigamos alguns parâmetros bioquímicos no sistema nervoso 

central e periférico, a fim de melhor compreender os mecanismos envolvidos 

na toxicidade mediada pela homocisteína. A hiper-homocisteinemia leve foi 

induzida em ratos Wistar através da administração subcutânea de 

homocisteína (0,03 µmol/g de peso corporal), duas vezes ao dia, do 30° a 60° 

dia de vida. Ratos controle receberam o mesmo volume de solução salina. 

Resultados demonstraram que animais submetidos a esse modelo 

apresentaram níveis plasmáticos de homocisteína de aproximadamente 30 µM. 

Em relação aos parâmetros bioquímicos, a hiper-homocisteinemia leve 

experimental induziu estresse oxidativo em plasma, córtex cerebral, coração e 

aorta, bem como diminuiu a atividade e o imunoconteúdo das subunidades 

catalíticas α1 e α2 da Na+,K+-ATPase em córtex cerebral e hipocampo de ratos 

adultos. Por outro lado, não foram observadas alterações nos níveis de mRNA 

transcrito da Na+,K+-ATPase em nenhuma estrutura cerebral estudada. A 

hidrólise de ATP, ADP e AMP foi significativamente diminuída em linfócitos e 

sinaptossomas obtidos de córtex cerebral, mas não foi alterada em soro de 

ratos adultos. A transcrição da ecto-5'-nucleotidase foi significativamente 

reduzida, mas a expressão das E-NTPDases não foi alterada em linfonodos 

mesentéricos de ratos submetidos à hiper-homocisteinemia leve experimental. 

Foi observado um aumento nos níveis de mRNA transcrito da E-NTPDase1 e 

ecto-5'-nucleotidase em córtex cerebral de ratos. Os níveis de ATP foram 

aumentados, enquanto a adenosina foi diminuída no líquor de ratos tratados 

com homocisteína. Em relação aos parâmetros inflamatórios, foi observado um 

aumento nos níveis de TNF-α, IL-1β, IL-6 e a quimiocina MCP-1 no hipocampo, 

enquanto os níveis de IL-1β e a IL-6 foram aumentados em córtex cerebral. Os 

ratos submetidos à hiper-homocisteinemia leve apresentaram um aumento na 

atividade da acetilcolinesterase em ambas as estruturas cerebrais testadas; o 
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imunoconteúdo dessa enzima foi significativamente aumentado no córtex 

cerebral e diminuído no hipocampo, enquanto os níveis de mRNA transcrito da 

acetilcolinesterase não foram alterados. Perifericamente, a homocisteína 

aumentou os níveis de TNF-α, IL-6 e MCP-1 em coração e os níveis de IL-6 no 

soro, mas não alterou a atividade da enzima butirilcolinesterase. Em conjunto, 

os resultados deste trabalho mostram que a homocisteína promove um estado 

oxidativo e inflamatório central e periférico além de prejudicar a funcionalidade 

de enzimas cerebrais importantes. Considerando que a hiper-homocisteinemia 

leve é prevalente na população e tem sido considerada um fator de risco para o 

desenvolvimento de doenças cerebrais e cardíacas, o presente modelo 

experimental pode ser útil na investigação da patofisiologia de doenças 

causadas pela homocisteína e estratégias de prevenção.  
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ABSTRACT 

Mild hyperhomocysteinemia is a risk factor for cerebral and 

cardiovascular diseases although the mechanisms underlying these alterations 

are not fully understood. The main objective of this doctoral thesis was to 

develop a chronic chemically-induced model of mild hyperhomocysteinemia in 

adult rats. By using this model, we investigated some biochemical parameters 

in the central nervous system and peripheral, in order to better understand the 

mechanisms involved in homocysteine-mediated toxicity. The mild 

hyperhomocysteinemia was induced in rats by subcutaneous administration of 

homocysteine (0.03 µmol/g body weight) twice a day to the 30th to 60 day of 

life. Control rats received the same volume of saline. Results showed that 

animals subjected to this model had plasma homocysteine levels of 

approximately 30 µM. Results demonstrated that the experimental mild 

hyperhomocysteinemia elicited oxidative stress in plasma, cerebral cortex, heart 

and aorta and decreased the activity and the immunocontent of the α1 and α2 

subunits of the Na+,K+-ATPase in cerebral cortex and hippocampus of adult 

rats. On the other hand, no change in levels of Na+,K+-ATPase mRNA 

transcripts in such cerebral structures. ATP, ADP and AMP hydrolysis were 

significantly decreased in lymphocytes and in the synaptosomal fraction of 

cerebral cortex, without any alteration in serum of adult rats. The transcript of 

the ecto-5'-nucleotidase was significantly reduced, but the expression of E-

NTPDases were not altered in mesenteric lymph nodes of 

hyperhomocysteinemic rats. I have been observed an increase in E-NTPDase1 

and ecto-5′-nucleotidase transcripts in rat cerebral cortex.  ATP levels were 

increased, while adenosine decreased in cerebrospinal fluid of Hcy-treated rats. 

In relation to inflammatory parameters, was observed an increase in TNF-α, IL-

1β, IL-6 and the chemokine MCP-1 in the hippocampus, while IL-1β and IL-6 

levels were enhanced in cerebral cortex. Rats subjected to mild 

hyperhomocysteinemia presented an increase in acetylcholinesterase activity in 

both cerebral structures tested; the immunocontent of this enzyme was 

significantly increased in the cerebral cortex and decreased in the hippocampus 

while levels of acetylcholinesterase mRNA transcripts were not altered. 



XI 

 

Peripherally, homocysteine increased TNF-α, IL-6 and MCP-1 levels in the 

heart and IL-6 levels in serum, but not altered the butyrylcholinesterase activity.  

Together, the results of this work show that homocysteine promotes central and 

peripheral oxidative and inflammatory state besides affecting the functionality of 

important brain enzymes. Whereas mild hyperhomocysteinemia is prevalent in 

the population and has been considered a risk factor for the development of 

brain and heart diseases, this experimental model may be useful for the 

investigation of patophysiology of diseases caused by homocysteine and 

prevention strategies. 
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I. INTRODUÇÃO 
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1. Homocisteína 

A homocisteína (Hcy) é um aminoácido sulfurado identificado pela 

primeira vez em 1932 por De Vigneaud que atua como um intermediário chave 

no metabolismo da metionina (Met). Esse aminoácido é sintetizado como um 

subproduto de reações de transferência de grupamento metil, as quais são 

importantes para a síntese de DNA, proteínas metiladas, neurotransmissores e 

fosfolipídios. Como ilustrado na figura 1, a Met, proveniente da dieta ou da 

degradação de proteínas endógenas, recebe um grupo adenosil do trifosfato de 

adenosina (ATP), sendo convertida em S-adenosilmetionina (SAM) em uma 

reação catalisada pela enzima metionina adenosiltransferase (MAT). A SAM é 

convertida por diversas metiltransferases a S-adenosil homocisteína (SAH) que 

é hidrolisada em adenosina (Ado) e Hcy através da enzima S-adenosil 

homocisteína hidrolase (SAHH) (Selhub, 1999; Williams and Schalinske, 2010). 

Após sua síntese, a Hcy pode ser metabolizada pela via da remetilação 

à Met através de duas rotas: a primeira catalisada pela enzima metionina 

sintase (MS), que utiliza a cianocobalamina (vitamina B12) como cofator para 

catalisar a transferência de um grupo metil proveniente do N5-

metiltetraidrofolato para a Hcy; ou da betaína, em uma reação catalisada pela 

betaína homocisteína metiltransferase (BHMT). A Hcy também pode ser 

irreversivelmente metabolizada pela via de transulfuração através da 

condensação com a serina produzindo cistationina, em uma reação catalisada 

pela enzima cistationina -sintase (CBS), dependente de vitamina B6 (piridoxal 

fosfato). No passo seguinte, a cistationina é clivada à cisteína através da 

reação catalisada pela cistationina γ-liase (CGL). A via de remetilação da Hcy é 

amplamente distribuída no organismo enquanto que a transulfuração apresenta 



3 

 

distribuição limitada a alguns órgãos como fígado, rins, pâncreas e intestino 

delgado (Brosnan et al., 2004; Finkelstein, 2007). 

 

 

Figura 1: Metabolismo da homocisteína. SAM: S-adenosilmetionina; SAH: S-adenosil 

homocisteína; CBS: cistationina β-sintase; MS: metionina sintase; BHMT: betaína homocisteína 

metiltransferase; MTHFR: metileno tetrahidrofolato redutase; DMG: dimetil glicina THF: 

tetrahidrofolato; 5-10-MTHF: 5,10-metilenotetrahidrofolato; 5-Me-THF: 5-metiltetrahidrofolato 

(Adaptado de Lentz, 2005).  

 

O fígado é o principal órgão de degradação do excesso de Met e 

manutenção dos níveis adequados de Hcy. A SAM desempenha um papel 

central na regulação dos níveis de Hcy. Quando os níveis de SAM estão 

elevados, há uma redução na via de remetilação da Hcy à Met através da 

inibição da atividade da metileno tretrahidrofolato redutase (MTHFR). Por outro 

lado, quando ocorre o acúmulo de Hcy, a SAM promove o catabolismo desse 

aminóacido através da transulfuração por ativação da CBS (Finkelstein, 2007). 

 

 



4 

 

2. Hiper-homocisteinemia 

 

No plasma, a Hcy circula em diferentes formas. Cerca de 70% está 

associada com proteínas plasmáticas, principalmente albumina, como 

dissulfetos mistos com resíduos de cisteína das proteínas. Aproximadamente 5 

a 10% se encontra na forma de dímeros de Hcy (homocistina) ou dímeros 

homocisteína-cisteína através de uma ponte dissulfeto e 1 a 2% como Hcy 

livre. A Hcy plasmática total é a soma das formas livre,  dímeros e ligada a 

proteínas (Welch and Loscalzo, 1998). 

Em indivíduos normais, níveis plasmáticos de Hcy estão entre 5 a 15 

µmol/L. A elevação dos níveis de Hcy, causada por fatores genéticos e 

ambientais, gera uma condição chamada de hiper-homocisteinemia que pode 

ser classificada em três graus conforme a severidade: leve (16-30 µmol/L), 

moderada (31-100 µmol/L) e severa (> 100 µmol/L) (Banecka-Majkutewicz et 

al., 2012). A hiper-homocisteinemia severa é rara e pode ser causada por 

deficiência genética na atividade da enzima CBS caracterizando a 

homocistinúria, uma desordem autossômica recessiva que pode ser gerada por 

92 diferentes mutações no gene que codifica a enzima CBS. A homocistinúria 

clássica apresenta uma prevalência mundial que varia de 1:200.000 a 

1:335.000 nascidos vivos e resulta no acúmulo de Hcy e Met nos tecidos e 

plasma (Mudd et al., 2001). Ao contrário da hiper-homocisteinemia severa que 

é encontrada principalmente em pacientes com doenças genéticas raras, as 

hiper-homocisteinemias moderada e leve são prevalentes na população, desde 

que podem ser causadas pelo polimorfismo no gene da enzima MTHFR, 

deficiências nutricionais de ácido fólico, vitaminas B6 e B12, ingestão 
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aumentada de Met, insuficiência renal crônica, e em decorrência do uso de 

certos medicamentos como, por exemplo, metotrexato, L-dopa, fenitoína e 

carbamazepina (Aguilar et al., 2004; Lentz, 2005). Pacientes afetados pelo 

acúmulo de Hcy apresentam manifestações clínicas que afetam o sistema 

ocular, ósseo, cardiovascular e sistema nervoso central (SNC) (Mudd et al., 

2001). 

 

2.1. Modelos animais de hiper-homocisteinemia  

 

Têm sido descritos na literatura vários modelos experimentais para 

a indução da hiper-homocisteinemia. A hiper-homocisteinemia severa pode ser 

induzida pelo uso de animais nocaute para a enzima CBS (Watanabe et al., 

1995), com deficiência severa na atividade da enzima MTHFR (Chen et al., 

2001), ou ainda ser induzida quimicamente em animais (Streck et al., 

2002). Em 2002 foi desenvolvido no nosso grupo de pesquisa o modelo 

experimental de hiper-homocisteinemia severa para mimetizar a 

homocistinúria. Nesse modelo, os animais recebem injeções subcutâneas de 

Hcy do 6º ao 28º dia de vida, período caracterizado por um rápido 

desenvolvimento cerebral em ratos, sendo que os níveis plasmáticos de Hcy 

chegam a 500 µM, semelhante aos pacientes portadores de homocistinúria 

(Streck et al., 2002). Usando esse modelo, nosso grupo tem mostrado, ao 

longo de dez anos, várias alterações neuroquímicas e comportamentais em 

ratos, tais como estresse oxidativo em cérebro, sangue (Matte et al., 2009a), 

coração (Kolling et al., 2011), fígado (Matte et al., 2009b) e pulmão (da Cunha 

et al., 2011), alterações nas atividades das enzimas da cadeia transportadora 
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de elétrons (Streck et al., 2003), Na+,K+-ATPase (Machado et al., 2011), 

acetilcolinesterase (da Cunha et al., 2012), inflamação (da Cunha et al., 2010) 

e déficit na memória (Matte et al., 2007). 

Para a indução das hiper-homocisteinemias moderada e leve são utilizados 

animais com deficiência genética heterozigótica na CBS (Dayal et al., 2004) ou 

na MTHFR (Chen et al., 2001) e principalmente intervenções dietéticas que 

afetam o metabolismo da Hcy via transulfuração ou remetilação (Blaise et al., 

2007). A deficiência de vitamina B6, por exemplo, limita o fluxo do aminoácido 

via transulfuração enquanto que a deficiência de vitamina B12 ou ácido fólico 

prejudica a remetilação da Hcy à Met. A hiper-homocisteinemia também  tem 

sido experimentalmente induzida pela adição de grandes quantidades de Met 

ou Hcy à ração ou água dos animais, ou através de uma combinação de dietas 

contendo grandes quantidades de Met associada à baixa quantidade de ácido 

fólico e vitamina B12. Esses modelos animais são desenvolvidos em mini-porcos 

(Rolland et al., 1995), macacos (Lentz et al., 1997), coelhos (Sauls et al., 2007), 

camundongos (Dayal and Lentz, 2007) e ratos (Becker et al., 2005; De Vriese 

et al., 2004). Porém, alguns estudos mostram resultados controversos o que 

pode ser atribuído, pelo menos em parte, à escolha do modelo experimental de 

hiper-homocisteinemia (Dimitrova et al., 2002). Para o nosso conhecimento, há 

carência de modelos de hiper-homocisteinemia leve quimicamente induzida em 

animais. 
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2.2. Hiper-homocisteinemia leve como fator de risco para doenças 

cerebrais e cardiovasculares 

 

Uma variedade de estudos mostram que a hiper-homocisteinemia leve é 

um fator de risco para doenças cerebrais e cardíacas tais como as doenças de 

Alzheimer (Minagawa et al., 2010) e Parkinson (dos Santos et al., 2009), 

acidente vascular cerebral, aterosclerose e tromboembolismo venoso 

(Abbracchio et al., 2006; Den Heijer et al., 2005; Wald et al., 2002). Além disso, 

elevados níveis de Hcy também têm sido associados a outras desordens que 

afetam o SNC, tais como depressão (Permoda-Osip et al., 2013) e 

esquizofrenia (Wysokinski and Kloszewska, 2013). Neste contexto, um estudo 

prévio mostra que uma elevação de cerca de 5 µmol/L nos níveis plasmáticos 

de Hcy está associada com um risco 20% maior para o desenvolvimento de 

doenças cardiovasculares (Chan et al., 2002). Santos e cols. (2009) 

demonstraram que os níveis de Hcy são 30% maiores em plasma de pacientes 

com doença de Parkinson em relação a indivíduos normais. 

Os mecanismos pelos quais a Hcy exerce seus efeitos tóxicos não estão 

completamente elucidados. No cérebro, a Hcy tem sido associada à morte 

neuronal via excitotoxicidade, através da ativação de receptores 

glutamatérgicos metabotrópicos do grupo I (Zieminska et al., 2003) e 

ionotrópico N-metil-D-aspartato (NMDA) (Lipton et al., 1997). Além disso, a Hcy 

pode sofrer auto-oxidação do seu grupo tiol e causar prejuízo à homeostase 

redox, danificando células vasculares e neuronais (Perna et al., 2003; Weiss et 

al., 2003; Zou and Banerjee, 2005). Foi demonstrado que a Hcy aumenta a 

neurotoxicidade do peptídeo beta amilóide por indução de estresse oxidativo 
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(Ho et al., 2001). Outro mecanismo proposto é que a Hcy causa prejuízo nos 

processos de metilação celular. O acúmulo de Hcy leva a um aumento na SAH, 

um potente inibidor de reações de metilação que são vitais para a função 

neurológica como metilação de aminas biogênicas, da mielina e síntese de 

fosfatidilcolina (Troen, 2005). 

 Em relação aos danos vasculares, a Hcy reduz a biodisponibilidade de 

óxido nítrico (NO) e aumenta a adesão e agregação de plaquetas estimulando 

a formação de trombos. Além disso, esse aminoácido também atua sobre 

alguns fatores estimulando as vias de coagulação e promovendo a oxidação do 

colesterol LDL (Julve et al., 2013; Stanger et al., 2004; Upchurch et al., 1997; 

Welch and Loscalzo, 1998).  

 

3. Estresse Oxidativo  

 

3.1. Radicais Livres 

Radical livre pode se definido como qualquer espécie química que 

contém um ou mais elétron(s) desemparelhado(s) no seu orbital mais externo. 

O elétron desemparelhado geralmente leva a uma elevada reatividade da 

molécula (Halliwell and Gutteridge, 2007). As principais espécies reativas 

podem ser divididas em dois grupos: espécies reativas de oxigênio (ERO) e 

espécies reativas de nitrogênio (ERN). As ERO mais importantes são o ânion 

superóxido (O2
-), peróxido de hidrogênio (H2O2), radical hidroxila (OH), ânion 

hipoclorito (OCl-) e o oxigênio “singlet” (1O2). ERO são geradas nos sistemas 

vivos através do metabolismo energético celular. A redução tetravalente 

completa do oxigênio molecular (O2) na cadeia transportadora de elétrons 
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mitocondrial é essencial para a formação de água. No entanto, 

aproximadamente 5% do O2 não é completamente reduzido à água nesse 

processo, sendo convertido a O2
, H2O2 e OH. O NO e o peroxinitrito (ONOO-

), formado a partir da reação do NO com o O2
-, constituem as principais ERN 

(Halliwell and Whiteman, 2004; Valko et al., 2004). 

ERO e ERN podem ser benéficas ou deletérias para sistemas vivos. Em 

baixas concentrações atuam, por exemplo, na defesa contra agentes 

infecciosos e nos processos de sinalização intracelular. Por outro lado, 

elevadas concentrações de espécies reativas causam danos às biomoléculas 

como lipídios, proteínas e DNA e podem levar a perda de função celular. A 

peroxidação da bicamada lipídica presente nas membranas celulares altera a 

fluidez e prejudica a seletividade para a troca iônica, além de liberar produtos 

como o malondialdeído e o 4-hidroxinonenal que são potencialmente tóxicos. 

As proteínas podem ser oxidadas pelas ERO, o que pode prejudicar a atividade 

de enzimas, proteínas transportadoras e receptores. As espécies reativas 

também podem oxidar bases púricas e pirimídicas levando a mutações no DNA 

(Halliwell, 2012; Valko et al., 2007).  

As espécies reativas diferem em relação à reatividade: o O2
- é pouco 

reativo não sendo capaz de promover peroxidação lipídica. Sua reatividade é 

devida principalmente à reação com outras espécies reativas como o NO para 

formar ONOO-, geração de H2O2 e formação de OH através da reação de 

Haber-Weiss. O H2O2 por si só não é um radical livre e também não promove 

peroxidação lipídica direta (Halliwell and Gutteridge, 2007). No entanto, ele é 

capaz de gerar o OH através das reações de Fenton na presença de íons Cu+2 

ou Fe+2
. Diferentemente do O2

- e H2O2, o OH tem uma elevada reatividade, 
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tornando-se uma espécie reativa muito perigosa com uma meia-vida muito 

curta (aproximadamente 10-9s) (Pastor et al., 2000). Essa ERO pode iniciar o 

processo de peroxidação lipídica e reagir com outras biomoléculas. O ONOO- é 

capaz de depletar antioxidantes e promover dano a lipídios, proteínas e DNA 

(Alvarez and Radi, 2003; Halliwell and Whiteman, 2004; Halliwell, 2006). 

 

3.2. Defesas Antioxidantes 

A exposição a radicais livres, a partir de uma variedade de fontes, levou 

o organismo ao desenvolvimento de uma série de mecanismos de defesa. 

Dentre eles, podemos destacar as defesas antioxidantes enzimáticas e não 

enzimáticas. As defesas antioxidantes enzimáticas incluem a superóxido 

dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx). Os 

antioxidantes não-enzimáticos são representados pelo ácido ascórbico 

(vitamina C), α-tocoferol (vitamina E), GSH, carotenóides, flavonóides e outros 

antioxidantes (Halliwell and Gutteridge, 2007; Halliwell, 2011). 

A SOD é uma metaloenzima que catalisa a reação de dismutação do 

ânion O2
-, formando H2O2 e O2. Existem três isoformas dessa enzima: a 

cobre/zinco dependente (CuZnSOD), a manganês dependente (Mn/SOD) e a 

ferro dependente (Fe/SOD). A CuZn/SOD é encontrada no citosol, lisossomos, 

espaço mitocondrial intermembranas e peroxissomos. Existe ainda outro tipo 

de CuZn/SOD, chamada de SOD extracelular (EC-SOD), presente em fluidos 

extracelulares. A Mn/SOD é encontrada nas mitocôndrias enquanto a Fe/SOD 

é encontrada em bactérias (Yu, 1994).  

O H2O2 pode ser decomposto pelas enzimas CAT e GPx. A CAT atua na 

decomposição do H2O2 a H2O e O2 sendo encontrada principalmente nos 
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peroxissomos da maioria dos tecidos em humanos, estando presente em maior 

quantidade no fígado. Por outro lado, o cérebro apresenta pequenas 

quantidades de CAT (Marklund et al., 1982). A GPx, localizada nas membranas 

celulares, decompõe o H2O2 através do acoplamento de sua redução a H2O 

com a concomitante oxidação da GSH ao dissulfeto de glutationa (GSSG) 

(H2O2 + 2GSH → GSSG + 2 H2O) (Halliwell and Gutteridge, 2007). 

Em condições fisiológicas, existe um equilíbrio entre a produção de 

espécies reativas e as defesas antioxidantes. Entretanto, quando esse 

equilíbrio é rompido ocorre o estresse oxidativo que pode estar associado a 

diversas patologias. Todas as células aeróbias sofrem danos oxidativos, no 

entanto, o cérebro dos mamíferos é altamente sensível. Alguns fatores que 

tornam o SNC altamente suscetível às espécies reativas incluem: alto consumo 

de oxigênio; presença de neurotransmissores que sofrem auto-oxidação como 

dopamina, serotonina e noradrenalina; alta concentração de ferro; lipídios de 

membrana ricos em ácidos graxos insaturados e defesas antioxidantes 

modestas (Halliwell, 2006; Halliwell, 2012).  

O estresse oxidativo também desempenha um papel relevante em 

doenças que afetam o sistema cardiovascular como aterosclerose, doença 

cardíaca isquêmica, hipertensão e insuficiência cardíaca congestiva (Kukreja 

and Hess, 1992; Misra et al., 2009; Nediani et al., 2011). Alterações como 

hipertrofia, modificações na contratilidade e apoptose de células cardíacas têm 

sido atribuídas ao aumento na produção de espécies reativas no coração 

(Giordano, 2005). 
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4. Na+,K+-ATPase 

 

A Na+,K+-ATPase, primeira bomba de íons a ser identificada, é uma 

proteína integral de membrana que simultaneamente transloca 3 íons Na+ para 

o compartimento extracelular em troca do transporte para dentro da célula de 2 

íons K+. A energia necessária para a troca iônica é derivada da hidrólise de 

uma molécula de ATP. A Na+,K+-ATPase funcional é composta por duas 

subunidades α e duas subunidades menores β. A subunidade α, responsável 

pela atividade catalítica da enzima, sofre fosforilação e transição 

conformacional acoplada à hidrólise de ATP e transporte dos íons Na+ e K+. 

Essa subunidade também contém o sítio de ligação da ouabaína (glicosídeo 

cardíaco e inibidor específico da enzima). A subunidade β é uma proteína 

glicosilada de adesão intercelular necessária para direcionar a subunidade α 

para a membrana plasmática. Além disso, estudos mostram a presença de 

outra subunidade ainda menor (γ) que regula a atividade da enzima (Geering, 

2008) (Figura 2). 

 

Figura 2: Estrutura da Na
+
,K

+
-ATPase (Adaptada de Suhail, 2010) 
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Foram identificados em mamíferos genes que codificam quatro 

isoformas da subunidade catalítica α (α1, α2, α3 e α4). As isoformas α1, α2, α3 se 

encontram em diferentes tipos de células do SNC, entretanto a α4 não é 

expressa no cérebro. A isoforma α1 é ubiquamente expressa enquanto a α2 é 

expressa em pequenos subconjuntos de neurônios e em muitos astrócitos. A 

isoforma α3 é expressa exclusivamente em neurônios de várias estruturas 

cerebrais como hipocampo, cerebelo e gânglios da base (Bottger et al., 2011; 

McGrail et al., 1991). Existem três isoformas da subunidade β em mamíferos 

(β1, β2 e β3). No cérebro, tem sido sugerido que a isoforma β1 é expressa em 

neurônios enquanto a β2 é encontrada em astrócitos (Benarroch, 2011; 

Geering, 2008). Além das subunidades funcionais α e β, uma subunidade γ 

modulatória, pertencente à família das proteínas FXYD foi encontrada no 

cérebro. Entretanto, essa subunidade não é essencial para a atividade da Na+, 

K+-ATPase (Geering, 2008).  

A força do gradiente de íons Na+ e K+ gerado pela enzima conduz 

múltiplas funções celulares tais como regulação do volume celular, pH, 

manutenção do potencial de membrana em repouso e transporte de moléculas 

ligadas ao co-transporte de Na+, como aminoácidos, neurotransmissores e 

glicose (Blanco, 2005; Jorgensen et al., 2003). As funções das diferentes 

isoformas da subunidade catalítica da Na+,K+-ATPase têm sido investigadas. 

Nos neurônios, a restauração dos gradientes de Na+ e K+ pela isoforma α3 é 

muito importante para a manutenção da excitabilidade neuronal e condução do 

potencial de ação em axônios mielinizados e para o transporte secundário de 

neurotransmissores acoplados ao Na+ (Benarroch, 2011). Em astrócitos, a α2 é 

co-localizada com diferentes transportadores de glutamato, gerando o 
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gradiente eletroquímico necessário para a captação desse neurotransmissor e 

consequente finalização da sinalização glutamatérgica (Rose et al., 2009).  

Nos últimos anos, estudos têm demonstrado que doses de ouabaína, 

insuficientes para inibir a atividade da enzima, modulam a proliferação celular, 

apoptose, interação célula-célula e migração celular. Esses efeitos ocorrem por 

ligação da ouabaína a Na+,K+-ATPase, reforçando o conceito de que enzima 

pode funcionar como um transdutor de sinal independente do bombeamento de 

íons (Aperia, 2007; Desfrere et al., 2009).  

A Na+,K+-ATPase pode ser regulada por diversos fatores como 

disponibilidade de substrato, componentes da membrana celular, hormônios e 

fosforilação (Lopina, 2000; Wang and Yu, 2005). Além disso, essa enzima é 

suscetível ao ataque de radicais livres (Wang et al., 2003), sendo inibida por 

metabólitos formados durante a peroxidação lipídica e por alterações na 

membrana plasmática (Chakraborty et al., 2003; Dencher et al., 2007; 

Rauchova et al., 1999). 

  Modificações na atividade da Na+,K+-ATPase têm sido associadas a 

diversas patologias que afetam o SNC tais como enxaqueca (Suhail, 2010),  

doença de Alzheimer (Vitvitsky et al., 2012), depressão (Goldstein et al., 2006), 

Parkinson e epilepsia (Aperia, 2007; Benarroch, 2011). Além disso, estudos 

prévios realizados em nosso grupo de pesquisa mostraram que alguns 

aminoácidos como a Met (Stefanello et al., 2011), prolina (Ferreira et al., 2011) 

e a Hcy, em concentrações similares às encontradas na homocistinúria (~500 

µM) (Machado et al., 2011) inibem a atividade da Na+,K+-ATPase cerebral 

provavelmente através da indução de estresse oxidativo, uma vez que a 

administração de antioxidantes foi capaz de prevenir tais alterações.  
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5. Inflamação  

 

A inflamação é um mecanismo homeostático complexo desenvolvido para 

proteger a integridade do organismo contra agentes nocivos endógenos ou 

exógenos. A resposta inflamatória envolve células e fatores solúveis, e consiste 

na sequencial liberação de mediadores e o recrutamento de leucócitos da 

circulação, que se tornam ativados no local da inflamação liberando mais 

mediadores. Entre esses mediadores se destacam as proteínas de fase aguda 

(proteína C reativa, fibrinogênio, alfa-1-glicoproteína ácida, alfa-1-antitripsina, 

haptoglobina e ceruloplasmina), citocinas (interleucina 1-β (IL-1β), interleucina 

2 (IL-2), interferon gamma (IFN-γ) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-α)), 

quimiocinas (interleucina 8 (IL-8) e proteína quimiotática de monócito do tipo 1 

(MCP-1)) prostaglandinas (PGE2) e NO (Colton, 2009; Salerno et al., 2002; 

Zhang, 2008).  

Outros mediadores têm sido investigados no processo inflamatório. 

Entre esses, pode-se destacar os nucleotídeos e nucleosídeo de adenina (ATP 

e Ado), bem com as enzimas envolvidas no controle dos seus níveis 

extracelulares (ectonucleotidases) (Bours et al., 2006). Além disso, estudos 

demonstram o papel da acetilcolina (ACh) na interação do sistema nervoso 

com o sistema imune inato para controlar a resposta inflamatória (Rosas-

Ballina and Tracey, 2009). 

A inflamação está presente em várias doenças neurodegenerativas e 

cardiovasculares. Um aumento nos níveis de proteínas inflamatórias foi 

observado em cérebro e plasma de pacientes com doença de Alzheimer e 

demência vascular (Engelhart et al., 2004). As citocinas pró-inflamatórias, 
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produzidas por macrófagos ativados e linfócitos T, têm sido associadas à 

esquizofrenia (Smith and Maes, 1995; Tourjman et al., 2013). Além disso, 

estudos mostram que as citocinas inflamatórias desempenham um papel muito 

importante na patogênese da aterosclerose (Libby and Ridker, 2004; Wolf et 

al., 2013). 

 

5.1. Citocinas 

 

As citocinas são um grupo de proteínas solúveis de baixo peso 

molecular, sintetizadas e secretadas por diversos tipos de células mediante 

estímulos provenientes de situações fisiológicas ou patológicas. Elas são 

produzidas principalmente por monócitos, macrófagos, células endoteliais, 

linfócitos e fibroblastos (Hirano, 1992). Além disso, também podem ser 

produzidas e secretadas dentro do SNC, pela microglia e pelos astrócitos 

(Jones and Thomsen, 2013). Essas proteínas medeiam a sinalização célula-

célula, se ligam a receptores de superfície de alta afinidade, podem ter ação 

local ou sistêmica e influenciar a síntese de outras citocinas (Bruunsgaard, 

2005). 

As citocinas pró-inflamatórias TNF-α, IL-1β e interleucina 6 (IL-6) 

desempenham papel crucial na resposta de fase aguda. O TNF-α, secretado 

por macrófagos, linfócitos e monócitos (Vitale and Ribeiro Fde, 2007), é um 

potente ativador de neutrófilos. Além disso, essa citocina estimula as células 

endoteliais a expressar moléculas de adesão e promove alterações na 

permeabilidade vascular (Hehlgans and Pfeffer, 2005). A IL-1β é produzida por 

macrófagos, neutrófilos, células epiteliais e endoteliais em resposta a outras 
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citocinas, como o TNF-α, ou produtos bacterianos como o lipopolissacarídeo 

(LPS). Ela atua sobre o endotélio aumentando a expressão de moléculas de 

adesão (Cao et al., 2005; Garlanda et al., 2013; Kondera-Anasz et al., 2005). A 

IL-6, produzida em resposta ao TNF-α, à IL-1β e a algumas células T ativadas, 

estimula a síntese de proteínas de fase aguda pelo fígado, promove 

proliferação de linfócitos B e secreção de anticorpos (Hirota et al., 2005). 

 A Hcy ativa células endoteliais em cultura, o que resulta no aumento da 

expressão de quimiocinas e moléculas de adesão (Koga et al., 2002; Silverman 

et al., 2002). Poddar e cols. (2001) demonstraram que concentrações de 10 a 

50 µM de Hcy promovem um estado pró-inflamatório com o aumento da 

expressão e secreção de IL-8 e MCP-1 em cultura de células endoteliais 

aórticas humanas. Além disso, a hiper-homocisteinemia severa crônica 

aumentou a concentração das citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-1β e IL-6), 

e da quimiocina CCL2 (MCP-1) em hipocampo e soro de ratos neonatos (da 

Cunha et al., 2012). 

 

5.2. ATP e Adenosina  

 

Muitas evidências mostram o importante papel do ATP e da Ado na 

imunidade e inflamação. Concentrações extracelulares de ATP no 

microambiente de células danificadas podem aumentar consideravelmente, 

marcando o local danificado e contribuindo para a iniciação da resposta imune. 

A Ado, por outro lado, parece ter um importante papel imunossupressor 

(Blackburn et al., 2009; Bours et al., 2006; Di Virgilio et al., 2009).  
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O ATP é reconhecido como um neurotransmissor e neuromodulador no 

SNC. Ele é co-liberado com outros neurotransmissores como glutamato, 

noradrenalina, ACh e serotonina e age através de dois tipos de 

purinoreceptores: P1 e P2 (Burnstock, 2004). Os receptores P1 são ativados 

principalmente por Ado enquanto os P2 são ativados por ATP (Abbracchio et 

al., 2006). Estudos mostram que o ATP exerce um papel pró-inflamatório 

através da ativação de receptores P2X7, induzindo a produção de citocinas 

como IL-1β, IL-2, IL-12, IL-18 e TNF-α por células do sistema imunológico 

(Bours et al., 2006; Solle et al., 2001).  

A Ado é um modulador que exerce a sua ação através de quatro tipos de 

receptores metabotrópicos - A1, A2A, A2B e A3 (Fredholm et al., 2001). Em 

particular, a ação anti-inflamatória dessa molécula ocorre pela ligação ao 

receptor A2A encontrado no endotélio vascular, monócitos, macrófagos, 

neutrófilos, mastócitos, linfócitos, plaquetas e neurônios (Blackburn et al., 2009; 

Sullivan, 2003). A ativação do receptor A2A pela Ado controla a produção de 

mediadores inflamatórios como IL-12 e TNF-α pelas células imunológicas e 

inibe a ativação de linfócitos T (Erdmann et al., 2005; Hasko and Cronstein, 

2013; Lappas et al., 2005). 

É importante destacar que o metabolismo intracelular da Hcy e da Ado 

estão intimamente relacionados. O equilíbrio da reação catalisada pela SAHH, 

que hidrolisa SAH em Ado e Hcy, favorece a formação de SAH. Entretanto, a 

reação é dirigida no sentido oposto pela rápida remoção de Hcy e Ado, fazendo 

com que a enzima catalise a reação de clivagem de SAH. Entretanto, quando 

ocorre um aumento nos níveis de Hcy, há um consumo de Ado e acúmulo de 

SAH. Sob tais circunstâncias, a formação de Ado intracelular é prejudicada, 
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aumentando o gradiente de concentração transmembrana que existe em 

condições normais. Desse modo, a concentração extracelular de Ado é 

diminuída através da captação pelo transportador equilibrativo de nucleosídeo 

bidirecional (Riksen et al., 2003). 

 

 

6. Ectonucleotidases  

 

Nucleotídeos extracelulares são hidrolisados pelas ectonucleotidases, 

que podem estar localizadas na superfície celular, no meio intersticial ou na 

forma solúvel (Zimmermann, 2001). Dentre elas, pode-se destacar a família 

das ecto-nucleosídeo trifosfato difosfoidrolases (E-NTPDases), ecto-

nucleotídeo pirofosfatase/fosfodiesterases (E-NPPs), ecto-5‟-nucleotidases e 

fosfatases alcalinas. As E-NTPDases hidrolisam nucleotídeos trifosfatados e 

difosfatados (ATP e difosfato de adenosina (ADP)) a monofosfatados 

(monofosfato de adenosina (AMP), as quais se diferenciam quanto à afinidade 

por substratos. Oito diferentes genes codificam os membros da família das E-

NTPDases: NTPDase 1, 2, 3 e 8 estão localizadas na superfície celular; 

NTPDase 5 e 6 exibem localização intracelular ou podem ser secretadas, 

enquanto as NTPDases 4 e 7 são intracelularmente localizadas, voltadas para 

o lúmen de organelas citoplasmáticas (Longhi et al., 2013; Yegutkin, 2008) 

(Figura 3).  
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Figura 3: Enzimas que degradam nucleotídeos extracelulares. E-NPTDases e E-NPPs são 

enzimas integrais de membrana, enquanto que as fosfatases alcalinas (AP) e a ecto-5‟-

nucleotidase (5‟-NT) estão ancoradas à membrana por um resíduo de glicosil fostafitidil 

inositol (GPI) (adaptado de Cognato e Bonan, 2010). 

 

A NTPDase 1, o primeiro membro da família das E-NTPDases, foi  

identificada como um antígeno de ativação celular (CD39), um marcador de 

ativação de células B (Maliszewski et al., 1994; Yegutkin, 2008). Essa enzima é 

expressa, entre outros, em células vasculares (Robson et al., 2005), células 

dendríticas (Mizumoto et al., 2002) e linfócitos (Deaglio et al., 2007). A razão de 

hidrólise de ATP e ADP pela NTPDase 1 é 1:1. A NTPDase 2 está presente 

principalmente em células da glia e hidrolisa 30 vezes mais o ATP do que o 

ADP. A NTPDase 3 é principalmente associada a estruturais neuronais como 

axônios e sua preferência pela hidrólise de ATP em relação ao ADP é de 3:1 

(Langer et al., 2007; Robson et al., 2006; Zimmermann, 2001). 

A ecto-5'-nucleotidase, também conhecida como CD73, consiste de 

duas subunidades glicoprotéicas com aproximadamente 60 a 70 KDa 
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ancoradas à membrana plasmática por uma molécula de glicosil fosfatidil 

inositol (GPI). Essa enzima hidrolisa AMP a Ado sendo expressa de forma 

variável nos tecidos, com expressão abundante no cólon, rim, cérebro e 

coração (Moriwaki et al., 1999; Thompson et al., 2004; Zimmermann, 1996). 

Em linfócitos T e B, a expressão da enzima está correlacionada com a 

maturação celular, enquanto neutrófilos, eritrócitos e plaquetas expressam 

pouca enzima (Yegutkin, 2008). A ação coordenada das ectonucleotidases é 

muito importante para a regulação dos níveis de nucleotídeos e Ado em 

condições fisiológicas ou patológicas (Al-Rashida and Iqbal, 2013). 

Dados demonstram que a Hcy modula a atividade das 

ectonucleotidases. A administração aguda de Hcy em ratos (0,6 µmol/g de 

peso corporal) aumentou a hidrólise de nucleotídeos em hipocampo e soro 

(Bohmer et al., 2004). Concentrações de 5 mM e 8 mM de Hcy inibiram a 

hidrólise de ATP, ADP e AMP em soro de ratos (Bohmer et al., 2006). Zanin e 

cols. (2010) demonstraram que a Hcy (in vitro e in vivo) inibiu a hidrólise de 

ATP e ADP em plaquetas de ratos. Além disso, em macrófagos, foi 

demonstrado que esse aminoácido induz aumento na hidrólise de nucleotídeos. 

A Ado gerada foi provavelmente captada pelas células, uma vez que a 

formação do nucleosídeo inosina foi diminuída em macrófagos de ratos (Zanin 

et al., 2013). 

 
7. Colinesterases 

 

Neurônios colinérgicos e as suas projeções são amplamente distribuídos 

por todo o SNC desempenhando um papel essencial na regulação de várias 

funções vitais, como aprendizagem, memória, organização cortical do 



22 

 

movimento, e controle do fluxo sanguíneo cerebral. Em particular, a enzima 

acetilcolinesterase (AChE) é uma das enzimas chave do sistema colinérgico e 

é frequentemente usada como um marcador do seu funcionamento. Ela 

desempenha um papel central na regulação da concentração de ACh, sendo 

encontrada no organismo nas formas ligada à membrana e solúvel, e em maior 

concentração no SNC, membrana de eritrócitos e junção neuromuscular 

(Zimmerman and Soreq, 2006). Outra enzima que hidrolisa ACh é a 

butirilcolinesterase (BuChE). Essa enzima difere da AChE quanto à distribuição 

tecidual, sendo encontrada principalmente no soro, e na afinidade por 

substratos e inibidores (Giacobini, 2004; Massoulie et al., 1993). Embora o 

papel fisiológico dessa enzima não esteja completamente elucidado, sabe-se 

que a atividade da BuChE é muito importante na manutenção da integridade do 

sistema colinérgico (Mesulam et al., 2002). 

Estudos têm sugerido o envolvimento da ACh na inflamação através da  

chamada “via anti-inflamatória colinérgica”, composta pelo nervo vago, pela 

ACh e pela subunidade α7 do receptor nicotínico de ACh. Essa via representa 

um mecanismo de resposta do SNC à presença de estímulos inflamatórios na 

circulação sendo mediada pela ação do nervo vago (Pavlov and Tracey, 2005; 

Pavlov and Tracey, 2012; Rosas-Ballina and Tracey, 2009; Tracey, 2007). 

Citocinas pró-inflamatórias como a IL-1β ativam as fibras aferentes do nervo 

vago, as quais servem de sensor para a inflamação (Gwilt et al., 2007; Pavlov 

and Tracey, 2005). Esta informação é transmitida ao SNC, o qual estimula o 

nervo vago eferente para a produção de ACh, que induz então a inibição da 

síntese e liberação de citocinas pró-inflamatórias por macrófagos e outras 

células produtoras de citocinas (Gwilt et al., 2007; Parrish et al., 2008). Assim, 
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a via colinérgica anti-inflamatória representa um mecanismo fisiológico pelo 

qual o SNC interatua com o sistema imune inato para controlar a resposta 

inflamatória (Gallowitsch-Puerta and Pavlov, 2007). 
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2.1. Objetivo Geral 

 

A fim de melhor compreender os mecanismos envolvidos nas alterações 

cerebrais e cardíacas promovidas pela hiper-homocisteinemia leve, o objetivo 

geral desse trabalho foi desenvolver um modelo químico experimental de hiper-

homocisteinemia leve e investigar os efeitos da Hcy sobre parâmetros 

bioquímicos em ratos adultos submetidos a esse modelo. 

 

2.2. Objetivos específicos: 
 

Os objetivos específicos estão subdivididos em seis capítulos, que serão 

apresentados na forma de artigos científicos, como segue: 

 

 Capítulo I  
 

 Desenvolver um modelo animal químico experimental de hiper-

homocisteinemia leve em ratos adultos; 

 Investigar parâmetros de estresse oxidativo, denominados oxidação do 

DCFH, níveis de nitritos, potencial antioxidante total não enzimático 

(TRAP), substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), atividade 

das enzimas antioxidantes superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) 

e glutationa peroxidase (GPx), em sangue e córtex cerebral de animais 

submetidos ao modelo experimental de hiper-homocisteinemia leve. 

 
 

 Capítulo II  
 

 Dosar os níveis de Hcy em coração de ratos submetidos ao modelo 

experimental de hiper-homocisteinemia leve; 
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 Investigar parâmetros de estresse oxidativo, tais como oxidação do 

DCFH, níveis de nitritos, TRAP, conteúdo de GSH, atividade das 

enzimas antioxidantes (SOD e CAT), TBARS, conteúdo de sulfidrilas e 

de carbonilas em coração e aorta de animais hiper-homocisteinêmicos; 

 

 Capítulo III 
 

 Avaliar a atividade da Na+,K+-ATPase em córtex cerebral e hipocampo 

de ratos hiper-homocisteinêmicos; 

 Investigar o efeito da Hcy sobre o imunoconteúdo das subunidades 

catalíticas (isoformas α1, α2 e α3) da Na+,K+-ATPase em córtex cerebral 

e hipocampo de ratos; 

 Analisar, em córtex cerebral e hipocampo, a expressão gênica das 

subunidades catalíticas (isoformas α1, α2 e α3) da enzima. 

 

 Capítulo IV 

 
 Investigar o efeito da hiper-homocisteinemia leve sobre a hidrólise de 

nucleotídeos de adenina (ATP, ADP e AMP) em linfócitos e soro de 

ratos; 

 Avaliar a expressão das ectonucleotidases em linfonodos mesentéricos 

de ratos adultos submetidos à administração crônica de Hcy. 

 

 
 Capítulo V 

 

 Verificar o efeito da administração crônica de Hcy sobre a hidrólise de 

ATP, ADP e AMP em sinaptossomas obtidos de córtex cerebral de ratos; 
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 Avaliar a expressão das ectonucleotidases em córtex cerebral de ratos 

adultos submetidos ao modelo experimental de hiper-homocisteinemia 

leve; 

 Dosar os níveis de ATP, ADP, AMP e Ado em líquor de ratos hiper-

homocisteinêmicos; 

 

 Capítulo VI 

 

 Investigar os níveis das citocinas (TNF-α, IL-1β e IL-6) e da quimiocina 

CCL2 (MCP-1) no córtex cerebral, hipocampo, coração e soro de ratos 

submetidos à hiper-homocisteinemia leve crônica; 

 Avaliar o efeito da Hcy sobre a atividade da enzima AChE em córtex 

cerebral e hipocampo de ratos; 

 Estudar o imunoconteúdo da AChE em córtex e hipocampo de ratos 

hiper-homocisteinêmicos; 

 Investigar o efeito da Hcy sobre a expressão da AChE em córtex e 

hipocampo de ratos; 

 Avaliar a atividade da enzima BuChE em soro de ratos submetidos ao 

modelo experimental de hiper-homocisteinemia leve. 
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Os capítulos I, II, III, IV, V e VI serão apresentados na forma de artigos 

científicos, os quais apresentam o mesmo desenho experimental de hiper-

homocisteinemia leve crônica. 

 

3.1. Modelo experimental de hiper-homocisteinemia leve crônica 

 

Ratos Wistar foram submetidos a duas injeções subcutâneas diárias de 

Hcy (0,03 µmol/g de peso corporal) do 30º ao 60º dia de vida. Os animais 

foram mortos 12 h após a última administração do aminoácido. Animais 

controle receberam o mesmo volume de solução salina. 
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Abstract  
 

 The aim of our study was to investigate some parameters of 

oxidative/nitrative stress in heart and aorta from rats subjected to mild 

hyperhomocysteinemia. We also measured the homocysteine levels in cardiac 

tissue. Homocysteine (0.03 μmol/g of body weight) or saline (control) were 

administered subcutaneously from the 30th to the 60th day of life of rats. Results 

show that homocysteine levels were increased in heart of rats subjected to 

hyperhomocysteinemia (5.3 μM at 30 min and 1.8 μM at 12 h after the last 

injection of homocysteine). Mild hyperhomocysteinemia decreased total radical-

trapping antioxidant potential and increased protein carbonyl content in the 

heart of rats. In the aorta, homocysteine altered antioxidant defenses 

(decreased total radical-trapping antioxidant potential and increased superoxide 

dismutase activity), decreased nitrite levels and induced lipid and protein 

damage (increased thiobarbituric acid reactive species and carbonyl levels); 

reactive oxygen species, glutathione content and catalase activity were not 

changed. Our findings show that chronic mild hyperhomocysteinemia induces 

oxidative/nitrative imbalance in heart and aorta, suggesting that the oxidative 

stress can be associated to cardiovascular complications observed in the mild 

hyperhomocysteinemia.  

 

Keywords: Homocysteine; Mild Hyperhomocysteinemia; Oxidative stress; 

Heart; Aorta 
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Introduction 
 
 Homocysteine (Hcy) is an amino acid formed by the demethylation of 

methionine or by its catabolism. After this, Hcy may undergo remethylation to 

methionine or can enter in the transsulfuration pathway to cysteine synthesis.1 

Elevated levels of Hcy (hyperhomocysteinemia) occurs when the plasma 

concentration of Hcy exceeds 15 μmol/L, and can result from nutritional 

deficiencies of folate, B6 and B12 vitamins, high dietary methionine intake, 

reduced renal function, or prejudiced activity of enzymes involved in its 

metabolism.2-4 

 In 1969, McCully5 was the first to associate Hcy with cardiovascular risk. 

Since then, several studies have demonstrated that a mild to moderate 

elevation of Hcy (15-50 µM) is an independent risk factor for vascular 

diseases.6-14 It has been proposed that an increase of plasma Hcy level by 

about 5 µM enhances the prevalence of cardiovascular diseases by 20%.15,16 

Although the mechanisms responsible for producing hyperhomocysteinemia-

induced vascular changes are unclear, some studies in experimental animals 

and humans support the concept that oxidative stress, characterized by an 

imbalance between the oxidant and antioxidant systems in favor of the 

oxidants,17-18 could play a role in the development of vascular disturbances 

promoted by Hcy.19-23  

Oxidative stress has been implied in the initiation and progression of 

various cardiovascular diseases including atherosclerosis, hypertension, and 

heart failure. Reactive oxygen species (ROS) may interact directly with cellular 

lipids, proteins, and DNA damaging both cardiac myocytes and vascular cells.24 

Some important heart proteins, such as ion channels, sarcoplasmic reticulum 
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calcium release channels, and myofilament proteins can be altered by ROS.25 

The enhanced production of ROS may lead to endothelial dysfunction and harm 

the muscle tone, blood flow, and control of inflammatory reactions promoted by 

vascular endothelium.26,27 

 Using an experimental model of chronic mild hyperhomocysteinemia in 

adult rats developed in our laboratory, we have reported that animals subjected 

to model presented oxidative stress in blood and cerebral cortex. We showed 

that Hcy concentration in plasma of rats achieved levels similar to those 

described in the plasma of patients with mild hyperhomocysteinemia (30 μM).28 

In the present study we extend our investigation to evaluate the effects of 

chronic mild hyperhomocysteinemia on some oxidative/nitrative stress 

parameters (DCFH oxidation, nitrite levels, superoxide dismutase and catalase 

activities, total radical-trapping antioxidant potential, reduced glutathione 

content, thiobarbituric acid reactive substances, sulfhydryl and carbonyl 

contents) in heart and aorta of adult rats decapitated at 12 hours after the last 

injection of Hcy. The levels of this amino acid also were measured in cardiac 

tissue. 

 

Material and methods 

 

 Animals and reagents 

 Wistar rats (30 days old) were obtained from the Central Animal House of 

Biochemistry Department, Institute of Basic Health Sciences, Universidade 

Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil. They were maintained on a 

12:12 h light/dark cycle (lights on 07:00–19:00 h) in air conditioned constant 
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temperature (22±1ºC) colony room, with free access to water and 20% (w/w) 

protein commercial chow. Animal care followed the „„Principles of Laboratory 

Animal Care‟‟ (NIH publication 85-23, revised 1996) and was approved by the 

Ethical Committee of the Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Brazil 

(#19634).  

 

Chronic mild hyperhomocysteinemia  

 DL-Hcy (0.03 μmol/g of body weight) was administered subcutaneously 

twice a day from the 30th to the 60th day of life of rats; controls rats received 

saline solution in the same volumes (0.5 ml/100 g of body weight).  Plasma Hcy 

concentration in rats subjected to this treatment achieved levels similar to those 

described in the plasma of patients with mild hyperhomocysteinemia (30 μM). 28 

The animals were killed by decapitation at 30 min and at 12 h after the last 

injection of Hcy and the heart and aorta were removed.  

 

Homocysteine level determination in the cardiac tissue 

 Hcy levels in cardiac tissue were determined as described by Magera,29 

using liquid chromatography electrospray tandem mass spectrometry (LC–

MS/MS). After samples reduction and deproteinization, Hcy concentration was 

detected through the transition from the precursor to the product ion (m/z 136 to 

m/z 90). Homocysteine-d (8) was added as an internal standard. Hcy levels 

were measured at 30 min and 12 h after the last injection of this amino acid. 

 

Tissue preparation to measure of oxidative stress 



44 

 

 The heart and aorta from animals decapitated at 12 h after the last 

injection of Hcy were homogenized in 10 volumes (1:10, w/v) of 20 mM sodium 

phosphate buffer, pH 7.4 containing 140 mM KCl. The homogenate was 

centrifuged at 800 x g for 10 min at 4ºC, and the supernatant was retained for 

biochemical assays.  

 

2′7′ dichlorofluorescein (H2DCF) oxidation assay 

 This assay was utilized to measure the ROS production. 30 Heart and 

aorta supernatants (60 μL) were incubated for 30 min at 37 °C in the dark with 

240 μL of 100 μM 2′7′-dichlorofluorescein diacetate (H2DCF-DA) solution in a 

96-well plate. H2DCF-DA is cleaved by cellular esterases and the resultant 

H2DCF is eventually oxidized by ROS present in samples. The latter reaction 

produces the fluorescent compound, dichlorofluorescein (DCF), which was 

measured at 488 nm excitation and 525 nm emission and the results were 

represented by nmol DCF/ mg protein.  

 

Determination of nitrite levels 

 Nitrite level, metabolite of Nitric oxide (NO), was measured using the 

Griess‟s reagent;31 100 μL of heart and aorta supernatants were mixed with 100 

μL Griess reagent (1:1 mixture of 1% sulfanilamide in 5% phosphoric acid and 

0.1% naphthylethylenediamine dihydrochloride in water) and incubated in 96-

well plates for 10 min at room temperature. The absorbance was measured at a 

wavelength of 543 nm. Nitrite standards were utilized to calculate nitrite 

concentration.32 
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Superoxide dismutase assay (SOD) 

 The assay is based on the ability of pyrogallol to autoxidize in the 

presence of superoxide, a substrate for SOD. The inhibition of autoxidation of 

this compound occurs in the presence of SOD, whose activity can be then 

indirectly assayed spectrophotometrically at 420 nm.33 A calibration curve was 

performed with purified SOD as standard. The results were reported as units 

per milligram of protein. SOD activity was expressed as the amount of enzyme 

that inhibits the oxidation of epinephrine by 50%, which is equal to 1 unit. 

 

Catalase assay (CAT) 

 This method is based on the disappearance of H2O2 at 240 nm in a 

reaction medium containing 20 mM H2O2, 0.1% Triton X-100, 10 mM potassium 

phosphate buffer pH 7.0, and 0.1–0.3 mg protein/mL.34 One CAT unit is defined 

as 1 mmol of H2O2 consumed per minute and the specific activity is represented 

as CAT units/mg protein. 

 

Total radical-trapping antioxidant potential (TRAP) 

 TRAP was measured by chemiluminescence intensity of luminol induced 

by 2,2‟-azo-bis-(2-amidinopropane) (ABAP) thermolysis35-36  utilizing a Perkin-

Elmer Microbeta Microplate Scintillation Analyzer (PerkinElmer Life and 

Analytical Sciences, Waltham, MA, USA). Two-hundred and forty microliters of 

a system containing ABAP (10 mM), dissolved in 50 mM sodium phosphate 

buffer pH 8.6, and luminol (5.6 mM), was added to a microplate, and the initial 

chemiluminescence was measured. Ten microliters of 300 μM Trolox (standard) 

or 10 μl of heart and aorta supernatants were then added to each plate well, 
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producing a decrease in the initial chemiluminescence value. This value is kept 

low, until the antioxidants present in the sample are depleted, the 

chemiluminescence then returns to its initial value. The time taken by the 

sample to keep chemiluminescence low is directly proportional to the 

antioxidant capacity of the tissue. The results were represented as nmol 

Trolox/mg protein. 

 

Reduced glutathione (GSH) content 
 
 This method is based on the reaction of GSH with the fluorophore o-

phthalaldehyde (OPT) after deproteinizing the samples.37 Fluorescence was 

measured at 420 nm emission and 525 nm excitation in a SpectraMax M5/M5 

Microplate Reader (Molecular Devices, MDS Analytical Technologies, 

Sunnyvale, CA). A calibration curve was performed with a commercial GSH 

solution, and the results were calculated as nmol GSH/mg protein. 

 

Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) 

 TBARS, an index of lipid peroxidation, was determined according to the 

method described by Ohkawa. 38 For analyzes, heart and aorta supernatants in 

1.15% KCl were mixed with 20% trichloroacetic acid and 0.8% thiobarbituric 

acid and heated in a boiling water bath for 60 min. TBARS were determined by 

the absorbance at 535 nm and calculated as nmol TBARS/mg protein.  

 

Sulfhydryl content 
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The oxidation of free thiols in the sample leads to the formation of 

disulfide bonds. 39 The sulfhydryl content is inversely correlated to oxidative 

damage to proteins. In the assay, the 5,5′ dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) 

(DTNB), color reagent is not reduced by the thiols oxidized, generating a yellow 

derivative (TNB), read spectrophotometrically at 412 nm. The results were 

represented as nmol TNB/mg protein. 

 

Protein carbonyl content 

This parameter is based in the increase of carbonyl content in the presence 

of oxidatively modified proteins. Protein carbonyl content was assayed by a 

method based on the reaction of protein carbonyls with dinitrophenylhydrazine 

forming dinitrophenylhydrazone, a yellow compound, measured 

spectrophotometrically at 370 nm.40 Results were represented as protein 

carbonyl content (nmol/mg protein).  

 

Protein determination 

Protein was measured by the method of Lowry41 using bovine serum albumin 

as standard. 

 

Statistical analysis 

Data were analyzed by the Student‟s T test. All analyses were performed 

using the Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) software in a PC-

compatible computer. Differences were considered statistically significant if p< 

0.05. 

 
Results  
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Homocysteine levels determination in the heart 

 

The levels of Hcy were determined in the cardiac tissue of adult rats 

subjected to chronic hyperhomocysteinemia, which are illustrated in table 1. 

Hcy-treated rats presented a tissue level of 5.3 μM at 30 min and 1.8 μM at 12 h 

after the last injection of this amino acid as compared to animal controls (0.9 μM 

Hcy). These results demonstrate that in the heart tissue, the homocysteine peak 

occurs at 30 min at the same time as in the plasma, as previously demonstrated 

by our research group.28 But at 12 hours after the last injection, unlike from the 

plasma whose levels of the amino acid return to normal, the levels of Hcy are 

twofold higher in the heart tissue than control.  

 

Effect of chronic mild hyperhomocysteinemia on parameters of 

oxidative/nitrative stress in the heart of adult rats 

We investigated the effects of mild hyperhomocysteinemia on several 

parameters of oxidative stress in the heart of rats. Table II shows that Hcy-

treated rats not present alteration in DCFH oxidation, nitrite levels and 

antioxidant defenses [SOD and CAT activities, and GSH content] (p >0.05), but 

we observed a significant decrease in total radical-trapping antioxidant potential 

(TRAP) that is considered a measured of non-enzymatic antioxidant defenses 

(p <0.05).  

  Biomolecules damage was also evaluated by TBARS levels, sulfhydryl and 

carbonyl content, which are measured of lipid peroxidation and protein damage, 

respectively. TBARS and sulfhydryl were not altered (p >0.05), while protein 

carbonyl content was significantly increased (p <0.01) in the heart of adult rats. 
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Effect of chronic mild hyperhomocysteinemia on parameters of 

oxidative/nitrative stress in the aorta of adult rats 

Figure 1 shows that Hcy did not alter the levels of reactive oxygen 

species measured by DCF formed from the oxidation of H2DCF (p >0.05), 

whereas nitrite levels were significantly reduced in the aorta of 

hyperhomocystinemic rats (p <0.01). 

 Activities of antioxidant enzymes (SOD and CAT) were evaluated in aorta 

of adult rats submitted to chronic mild hyperhomocysteinemia. Results 

represented in Figure 2 show that SOD activity was significantly increased by 

Hcy administration (p < 0.05) whereas CAT activity was not altered (p >0.05).  

Next, we investigated the status non-enzymatic antioxidant defenses in 

the aorta of rats (Figure 3). Hcy administration significantly reduced TRAP (p 

<0.05) as compared to control. But GSH levels were not affected by 

hyperhomocysteinemia (p >0.05).  

 Damage to lipids was also assessed in the aorta, and Hcy promoted an 

increase in TBARS levels (p <0.01). In relation to the protein damage, results 

demonstrated that sulfhydryl content was not altered (p >0.05), whereas protein 

carbonyl content was significantly decreased by hyperhomocysteinemia (p < 

0.01) (Figure 4). 

 

Discussion 

Risk factors such as hypertension, hypercholesterolemia, and diabetes 

favor the development of cardiovascular diseases.42-44 Recently it has been 

suggested that hyperhomocysteinemia is regarded as an independent risk 
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indicator for cardiovascular events whose mechanisms are not well 

elucidated.45-47 In the present study, our objective was to evaluate some 

parameters of oxidative/nitrative stress in heart and aorta from rats subjected to 

mild hyperhomocysteinemia. Hcy levels were measured in the heart at 30 min 

and 12 h after the last injection of amino acid. Results demonstrated the rats 

subjected to chronic mild hyperhomocysteinemia, decapitated 30 min after the 

last injection of amino acid, present cardiac levels of Hcy about to 6 times 

higher than the control group. These data shown that the peak of Hcy levels in 

heart are increased at the same time as in the plasma peak occurs, as 

previously demonstrated by our research group. 28 In contrast to plasma 

analyses, whose Hcy levels returned to normal values at 12 hours after the last 

injection of Hcy, in cardiac tissue they still remain high by 2-fold compared to 

control animals, suggesting that Hcy metabolism in the heart is slower than in 

plasma, leading to an accumulation for a longer period of time in the cardiac 

tissue. 

Regarding to effect of hyperhomocysteinemia on oxidative/nitrative stress 

in the heart of adult rats, results demonstrated that the ROS production (DCF 

formed), nitrite levels, antioxidant enzyme activities, GSH content, TBARS and 

sulfhydryl contents were not altered. In contrast, TRAP was significantly 

reduced, whereas protein carbonyl content was increased in the heart of 

hyperhomocysteinemic rats.  

TRAP measures non-enzymatic antioxidants present in the tissue. In the 

heart, intracellular antioxidants include the vitamins E, C, and β-carotene, 

ubiquinone, lipoic acid, urate and GSH.25 The lack of effect of Hcy on GSH 

levels with reduction in TRAP is puzzling, however, it is not known whether 
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depletion of GSH occurs significantly in animals with moderate or mild 

hyperhomocysteinemia, since in such conditions are not occurs block in Hcy 

transsulfuration pathway, that lead to synthesis of the glutathione, such as 

cystathionine-β-synthase deficiency or deficiency of vitamin B6.
48 Thus, it is 

probable that the TRAP is reduced due to a depletion of vitamins in cardiac 

tissue, since it has been demonstrated that the hyperhomocysteinemia is 

associated with a decrease in the concentrations of antioxidant vitamins, such 

as vitamins A and E in other tissues, such as plasma of rats.49  

The number of carbonyl groups is correlated with protein damage caused 

by ROS. Carbonyls can be result of protein glycation by sugars, direct oxidation 

of amino acid side chains by reactive species, aldehydes binding to proteins, 

among other factors.50-52 Furthermore, protein carbonylation can also occur by 

reaction with various reactive products generated during lipid peroxidation such 

as 4-hydroxynonenal, 2-propenal, and malondialdehyde.53 In the present study, 

we observed that chronic mild hyperhomocysteinemia provoked a significant 

increase in protein carbonyl. Analyzing these results it is possible that during 30 

days of treatment, oxidative changes have occurred in the heart, since oxidative 

damage to proteins that are present. However, the cardiac tissue has been able 

to adapt to such effects promoted by homocysteine since studies demonstrated 

that this structure is very resistant to oxidative modifications.54 

On arterial level, ROS production was not altered but nitrite levels, a 

stable product of NO, were significantly decreased after the chronic Hcy 

treatment. It was also observed an increase in SOD activity, but we did not 

observed none alteration in CAT activity. In relation to non-enzymatic 

antioxidants, it was observed a decrease in TRAP without alteration in GSH 



52 

 

content. TBARS levels and protein carbonyl were significantly increased in 

aorta of hyperhomocysteinemic rats. 

NO is a key regulator of endothelial function. Vascular NO relaxes blood 

vessels, prevents platelet aggregation, limits oxidation of low density lipoprotein 

(LDL) cholesterol, inhibits proliferation of vascular smooth muscle cells, and 

decreases the expression of pro-inflammatory genes that advance 

atherogenesis.55,56 Our results showing that are agreement with several studies 

show that hyperhomocysteinemia reduces the production and/or bioavailability 

of endothelium-derived NO by several mechanisms.57-61Hcy promotes the 

oxidation of the endothelial nitric oxide synthase (eNOS) cofactor, 

tetrahydrobiopterin (BH4), resulting in the uncoupling of the eNOS enzyme and 

consequent decrease in the NO production.62 Hcy is also known to increase 

asymmetrical dimethylarginine, an endogenous inhibitor of eNOS. Furthermore, 

Hcy indirectly decreases NO bioavailability by generating superoxide that 

rapidly reacts with NO to yield the potent oxidant, peroxynitrite.63,64 

NO is neutral, hydrophobic and capable of traversing membranes, and 

superoxide is anionic at neutral pH. Based on this, it has been suggested that 

the peroxynitrite formation occurs predominantly close to the sites of superoxide 

formation.65 In this context, the increase in SOD activity in the present study 

could also be a response to higher levels of radical superoxide, suggesting that 

this enzyme activity can be altered by protect the arterial vessel of damage 

caused by this free radical, since the smooth muscle cells and the endothelial 

cells have a nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase, an enzyme 

that is placed at the membrane of these cells and is a strong source of 

superoxide anion.66  
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In the present study the Hcy increased SOD activity without increasing 

CAT, and it is known that the balance in these enzymes is also needed by 

oxidative cellular protection. SOD dismutates superoxide anion generating 

hydrogen peroxide, which when present in transition metals can yield the 

hydroxyl radical through Fenton and Habber-Weiss reactions.18 Hydroxyl can 

react with several molecules and cause, as a consequence, damage in nucleic 

acids, proteins, carbohydrates, and lipids. The lipid peroxidation and protein 

damage observed in this study can be consequent of imbalance between the 

enzymatic and non-enzymatic antioxidant defenses that can generate powered 

free radicals such as peroxynitrite and hydroxyl radical.  

In summary, the results of this study show that Hcy could be 

accumulated in cardiac tissue and that stress oxidative/nitrative are associated 

with deleterious effects of Hcy on the cardiovascular system.  
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Legends to Figures 

 

Figure 1. Effect of chronic homocysteine administration on reactive oxygen 

species (DCF formed) (A) and nitrite levels (B) in the aorta of rats. Results are 

expressed as mean ± S.D. for 5-8 animals in each group. Different  from 

control, **p< 0.01 (Student‟s t test). 

 

Figure 2. Effect of chronic homocysteine administration on superoxide 

dismutase (A) and catalase (B) activities in the aorta of rats. Results are 

expressed as mean ± S.D (n= 5-8 per group) for independent experiments 

performed in duplicate. Different from control, *p< 0.05 (Student‟s t test).  

 

Figure 3. Effect of chronic homocysteine administration on total radical-trapping 

antioxidant potential (TRAP) (A) and GSH levels (B) in the aorta of rats. Results 

are expressed as mean ± S.D. for 5-8 animals in each group. Different  from 

control,  *p< 0.05 (Student‟s t test).  

 

Figure 4. Effect of mild hyperhomocysteinemia on TBARS (A), sulfhydryl 

content (B) and protein carbonyl content (C) in the aorta of rats. Results are 

expressed as mean ± S.D (n= 5-8 per group) for independent experiments 

performed in duplicate. Different from control, **p< 0.01 (Student‟s t test).  
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Table I.  Homocysteine levels in the cardiac tissue after chronic administration 

 
Note: Hcy was administered from the 30

th
 to the 60

th
 day of life. Control rats received saline 

solution in the same volumes. Data are expressed as mean ± S.D. for 5 rats in each group.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Table II. Parameters of oxidative stress in heart of hyperhomocysteinemic rats 
 
 

Parameters Control Homocysteine 

DCF (nmol/mg protein) 139.88 ± 15.82 153.32 ± 5.53 
Nitrite levels (µmol/mg protein) 7.63 ± 1.02 8.64 ± 1.19 
SOD activity (units/mg protein) 6.74 ± 1.23 6.97 ± 0.82 
CAT activity (units/mg protein) 6.41 ± 0.75 6.53 ± 0.22 
TRAP (nmol Trolox/mg protein) 86.90 ± 12.54 69.34 ± 7.43* 
GSH content (nmol/mg protein) 1.82 ± 0.13 1.86 ± 0.13 
TBARS levels (nmol/mg protein) 0.95 ± 0.1 0.93 ± 0.083 
Sulfhydryl content (nmolTNB/mg protein) 29.51 ± 2.63 29.01 ± 5.77 
Carbonyl content (nmol/mg protein) 4.40 ± 0.41 6.51 ± 1.11** 

   
Note: * significantly different from control (p< 0.05) 

         ** significantly different from control (p< 0.01) 

 

Group Homocysteine levels (nmol/g tissue) 

Saline 0.88  ± 0.05 
Hcy - 30 minutes 5.30  ± 0.98 
Hcy - 12 hours 1.81 ± 0.70 
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A hiper-homocisteinemia, caracterizada pelo acúmulo de Hcy na 

circulação, tem sido considerada um fator de risco para doenças cerebrais e 

cardíacas embora os mecanismos ainda não estejam completamente 

elucidados. Estima-se que 5 a 7% da população tenham hiper-homocisteinemia 

leve uma vez que essa condição pode ser causada, entre outros fatores, por 

deficiências nutricionais de vitaminas, especialmente do complexo B que estão 

envolvidas no metabolismo da Hcy, pelo uso de certos medicamentos tais 

como metotrexato, fenitoína e isoniazida, por doença renal e envelhecimento 

(Aksoy et al., 2006; Castro et al., 2006; Selhub, 2006; Troen et al., 2008). 

Embora haja lacunas entre os modelos animais e as condições humanas 

que esses modelos tentam representar, os mesmos são muito úteis para a 

compreensão dos fenômenos envolvidos na patologia de doenças humanas. 

No nosso grupo de pesquisa já foram desenvolvidos modelos animais para 

diversos erros inatos do metabolismo tais como: hiperprolinemia (Pontes et al., 

1999), fenilcetonúria (Wyse et al., 1995), homocistinúria (Streck et al., 2002), 

hipermetioninemia (Stefanello et al., 2007) e hipermetioninemia gestacional 

(Schweinberger et al., 2013). 

A hiper-homocisteinemia leve tem sido comumente induzida por modelos 

de dietas, como a depleção de ácido fólico ou outras vitaminas do complexo B 

e enriquecimento com Met (Blaise et al., 2007; Fukada et al., 2006). Uma 

limitação dessas abordagens é que as dietas podem afetar os níveis de vários 

metabólitos além da Hcy. Para os estudos de função vascular pode ser difícil 

distinguir as respostas provocadas pela Hcy em relação a outros fatores que 

são alterados pelas dietas experimentais. Nesses modelos, foi proposto que 

tanto a deficiência de ácido fólico quanto o excesso de Met pode ter efeitos 



100 

 

adversos sobre a função vascular independentes da Hcy (Doshi et al., 2002; 

Troen et al., 2003). Além disso, tem sido demonstrado que a Met em elevadas 

concentrações pode ser tóxica, especialmente para o cérebro (Harvey Mudd et 

al., 2003). Por outro lado, a deficiência de ácido fólico pode prejudicar outras 

funções biológicas nas quais ele está envolvido como síntese de ácidos 

nucléicos e formação de células sanguíneas (Finglas et al., 2003).  

O principal objetivo desse trabalho foi desenvolver um modelo animal 

químico experimental de hiper-homocisteinemia leve em ratos adultos. A dose 

foi escolhida com o objetivo de induzir, nos animais, concentrações plasmáticas 

de Hcy semelhantes àquelas consideradas fator de risco para o 

desenvolvimento de doenças cerebrais e cardíacas.  

 No capítulo 1, os resultados mostraram que entre 15 a 30 min após a 

injeção de Hcy o nível plasmático máximo foi de aproximadamente 30 µM, 

semelhante ao descrito no plasma de pacientes com hiper-homocisteinemia 

leve (De Bree et al., 2002). Doze horas após a administração, os níveis 

plasmáticos de Hcy retornaram ao normal. A partir desses resultados, foram 

calculados os parâmetros farmacocinéticos e determinada a dose para induzir 

a hiper-homocisteinemia leve crônica (0,03 µmol/g de peso corporal). A queda 

rápida das concentrações plasmáticas de Hcy ocorre, provavelmente, devido a 

sua rápida metabolização e excreção (Mudd et al., 2001). Um perfil metabólico 

semelhante também foi observado em concentrações plasmáticas mais 

elevadas de Hcy (Streck et al., 2002). Além disso, não podemos descartar a 

possibilidade de captação da Hcy por outros tecidos tais como cérebro e 

coração.  

O tratamento crônico com Hcy foi realizado do 30o ao 60o dia de vida dos 

ratos, pois a hiper-homocisteinemia leve é uma condição que afeta 



101 

 

principalmente jovens e adultos (De Bree et al., 2002). O pico plasmático de 

Hcy após o tratamento crônico foi similar ao encontrado após uma única 

injeção: aproximadamente 34 µM (15 min) e 32 µM (30 min), retornando ao 

normal doze horas após a última injeção. Nossos dados também mostraram 

que animais submetidos a esse modelo não apresentaram qualquer alteração 

no peso corporal, cerebral ou cardíaco quando comparado com animais 

tratados com solução salina (controles), indicando que a Hcy não interfere no 

estado nutricional dos animais. No tecido cerebral não foi possível detectar os 

níveis de Hcy, entretanto é bem documentado que esse aminoácido atravessa 

a barreira cérebro-sangue, sendo transportado do plasma para o cérebro e 

vice-versa por transportadores bidirecionais de membrana (Grieve et al., 1992). 

 Utilizando esse modelo avaliamos parâmetros de estresse oxidativo em 

sangue e córtex cerebral de ratos. Primeiramente, demonstramos que a Hcy 

aumentou os níveis de ERO e TBARS em plasma e córtex cerebral. Esses 

dados corroboram com estudos mostrando que no plasma a Hcy sofre auto-

oxidação do seu grupamento sulfidrila gerando homocistina, dissulfetos mistos 

e ERO tais como O2
-,  H2O2 e OH (Baydas et al., 2006; Loscalzo, 1996; Tyagi, 

1998). As lipoproteínas plasmáticas bem como os ácidos graxos 

poliinsaturados presentes nas membranas cerebrais são suscetíveis ao ataque 

dessas espécies reativas (Gutteridge, 2001; Mates et al., 1999), conforme 

evidenciando pelo aumento da peroxidação lipídica em plasma e córtex 

cerebral de ratos. A oxidação do LDL colesterol por espécies reativas pode 

contribuir para a fisiopatologia de doenças cardiovasculares (Calmarza et al., 

2013). Além disso, alterações em lipídios de membranas podem prejudicar 

várias funções como transporte, permeabilidade, fluidez e atividade de enzimas 

(Swapna et al., 2006).   
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A seguir demonstramos que a hiper-homocisteinemia leve promoveu 

uma redução nos níveis de nitritos, um produto estável proveniente da auto-

oxidação do NO (Ignarro et al., 1993), em córtex cerebral sem qualquer 

alteração no plasma. O NO, sintetizado a partir de L-arginina pela ação da 

enzima óxido nítrico sintase (NOS), é um regulador muito importante de 

funções vasculares tais como fluxo sanguíneo, agregação plaquetária e 

inflamação (Forstermann, 2010). Estudos têm demonstrado que a Hcy promove 

disfunção endotelial através da diminuição nos níveis de NO ou redução da 

sua biodisponibilidade (Eberhardt et al., 2000). A hiper-homocisteinemia está 

relacionada a um acúmulo da dimetilarginina assimétrica (ADMA), um inibidor 

endógeno da enzima NOS. Além de inibir a produção de NO, a ADMA 

promove desacoplamento da enzima óxido nítrico sintase endotelial (Lentz, 

2005). Devido à sua elevada reatividade, o grupo sulfidrila da Hcy pode reagir 

com o NO levando a formação de S-nitroso-homocisteína. Em condições 

fisiológicas, a formação de S-nitroso-homocisteína fornece proteção às células 

endoteliais para os efeitos tóxicos da Hcy. Entretanto, o excesso de Hcy gera 

O2
- que reage com o NO para formar ONOO−, um potente oxidante (Stamler 

et al., 1993; Tyagi et al., 2005). A formação de ONOO− reduz a disponibilidade 

de NO, prejudicando suas funções regulatórias nos vasos sanguíneos. Nesse 

contexto, podemos sugerir que o aumento na produção do O2
- pela Hcy leva a 

formação de ONOO−, com consequente redução dos níveis de nitritos 

observada em córtex cerebral de ratos. Em plasma, embora os níveis de 

nitritos estejam inalterados, a biodisponibilidade de NO pode estar diminuída 

devido à geração de espécies reativas e consequente peroxidação lipídica 

promovida pela Hcy. 
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As defesas antioxidantes enzimáticas e não-enzimáticas também foram 

investigadas. Resultados demonstraram um aumento na razão SOD/CAT 

enquanto a GPx não foi alterada em eritrócitos e córtex cerebral de ratos. A 

SOD atua sobre o radical O2
- dismutando essa molécula a H2O2, que pode ser 

decomposta pela CAT ou GPX. Dessa forma, um equilíbrio entre a atividade 

coordenada dessas enzimas na detoxificação de espécies reativas é 

necessário para manter a integridade das biomoléculas. O desequilíbrio 

observado nesse estudo sugere o acúmulo de H2O2 que pode reagir com 

metais de transição através de reações de Fenton e Haber-Weiss para formar o 

poderoso radical OH, um potente indutor de peroxidação lipídica (Halliwell and 

Whiteman, 2004).  

O TRAP representa as defesas antioxidantes não enzimáticas presentes 

nos tecidos ou fluidos biológicos. Demonstramos uma redução significativa 

nesse parâmetro em plasma e córtex cerebral de ratos hiper-

homocisteinêmicos. Esses achados corroboram com o trabalho de Lee e cols. 

(2007) que demonstraram que a hiper-homocisteinemia diminui as 

concentrações de vitaminas A e E em plasma de ratos. Um estudo prévio 

realizado pelo nosso grupo de pesquisa demonstrou que a Hcy in vitro (10 µM 

a 500 µM) reduziu significativamente o TRAP em córtex parietal, pré-frontal e 

cingulado de ratos (Matte et al., 2004).  

No segundo capítulo da presente tese medimos os níveis de Hcy no 

tecido cardíaco e avaliamos parâmetros de estresse oxidativo em coração e 

aorta de ratos submetidos ao modelo experimental de hiper-homocisteinemia 

leve. Nossos dados revelam que após 30 dias de tratamento crônico com Hcy 

os níveis do aminoácido foram de aproximadamente 5 nmol/g de tecido 30 min 

após a última injeção e 1,8 nmol/g de tecido 12 h após a última administração. 
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Nos animais controles os níveis foram de aproximadamente 0,9 nmol/g de 

tecido. De forma semelhante ao plasma, a concentração cardíaca máxima de 

Hcy ocorreu 30 minutos após a última administração do aminoácido, entretanto 

no coração, após 12 h os níveis de Hcy ainda estavam cerca de duas vezes 

maiores nos animais tratados em relação aos controles. O acúmulo de Hcy no 

coração pode estar relacionado ao metabolismo mais lento devido à deficiência 

na transulfuração, desde que no tecido cardíaco, a enzima CBS está ausente 

gerando uma via de transulfuração incompleta (Finkelstein, 1998).  

No coração, as fontes celulares de produção de ERO incluem os 

miócitos cardíacos, células endoteliais, músculos lisos vasculares e 

fibroblastos. Nessas células, as ERO podem ser formadas pela mitocôndria, 

NADPH oxidase, xantina oxidase e desacoplamento da NOS. O miocárdio está 

equipado com uma variedade de sistemas antioxidantes enzimáticos e não 

enzimáticos endógenos que são suficientes para neutralizar ERO geradas 

durante o metabolismo celular. As defesas antioxidantes enzimáticas 

compreendem a SOD, CAT e GPx. Os mecanismos não-enzimáticos incluem 

antioxidantes intracelulares, tais como a vitamina E, C e β-caroteno (precursor 

da vitamina A), a ubiquinona, ácido lipóico, ácido úrico e GSH (Nediani et al., 

2011).  

Em relação aos parâmetros de estresse oxidativo avaliados no coração 

de ratos adultos submetidos à hiper-homocisteinemia leve crônica, os 

resultados demonstram que a produção de ERO, níveis de nitritos, atividades 

das enzimas antioxidantes, conteúdo de GSH, TBARS e conteúdo de sulfidrilas 

não foram alterados 12 horas após o término do tratamento com Hcy. Em 

contraste, o TRAP foi significantemente reduzido, enquanto o conteúdo de 

carbonilas (marcador de oxidação protéica) foi aumentado no coração de ratos. 
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O aumento no número de grupos carbonilas está correlacionado com os 

danos causados às proteínas pelas ERO. Eles podem ser resultado de glicação 

de proteínas, açúcares, oxidação direta de cadeias laterais de aminoácidos por 

ERO, entre outros. Além disso, a carbonilação protéica também pode ocorrer 

através da reação com vários produtos gerados durante a peroxidação lipídica 

tais como 4-hidroxinonenal, 2-propenal e malondialdeído (Dalle-Donne et al., 

2003; Requena et al., 2001). O estresse oxidativo pode causar modificações 

reversíveis ou irreversíveis nas proteínas sensíveis ao ataque de ERO ou ERN. 

Modificações reversíveis geralmente ocorrem em resíduos de cisteína das 

proteínas e podem estar relacionadas a um mecanismo de proteção contra 

danos irreversíveis e modulação da função protéica (regulação redox). 

Modificações irreversíveis como carbonilação em resíduos de lisina e arginina 

são geralmente associadas com perda de função e podem levar à degradação 

protéica (Dean et al., 1997; Grune et al., 2003). Foi observado que a hiper-

homocisteinemia leve crônica promoveu um aumento significativo no conteúdo 

de carbonilas. Analisando esses resultados, é possível sugerir que durante 30 

dias de tratamento alterações oxidativas tenham ocorrido no tecido cardíaco, 

levando a um consumo das defesas antioxidantes intracelulares e dano 

protéico. No entanto, o tecido cardíaco foi capaz de se adaptar aos efeitos 

promovidos pelo Hcy. Corroborando com essa hipótese, estudos demonstram 

que o coração desenvolve mecanismos de adaptação ao aumento de espécies 

reativas (Nishizawa et al., 1999). 

 Na artéria aorta, os níveis de ERO, avaliados através da oxidação do 

DCFH, não foram alterados, porém os níveis de nitritos foram 

significativamente diminuídos. A atividade da SOD foi aumentada, sem 

qualquer alteração na CAT. Observou-se uma redução significativa no TRAP 
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enquanto os níveis de GSH não foram alterados. Com relação ao dano às 

biomoléculas, o TBARS e o conteúdo de carbonilas foram significantemente 

aumentados na aorta de ratos hiper-homocisteinêmicos. 

O NO é neutro, hidrofóbico e capaz de atravessar as membranas, e o 

O2
 é aniônico em pH neutro. Com base nisso, sugeriu-se que a formação de 

ONOO- ocorre predominantemente perto dos locais de produção de O2
 

(Alvarez and Radi, 2003). A ativação da SOD observada no presente estudo 

sugere que a atividade da enzima pode estar aumentada para proteger o vaso 

arterial de danos causados pelo radical O2
 ou pelo ONOO-, formado pela 

reação do O2
 com o NO. É importante salientar que o aumento na atividade 

da SOD não foi acompanhado pelo aumento da CAT, sugerindo um acúmulo 

de H2O2 que pode levar a formação de OH.  

Embora pareça controversa a redução no TRAP sem alteração na 

concentração de GSH, não existe consenso na literatura sobre a redução de 

GSH em animais com hiper-homocisteinemia moderada ou leve, uma vez que 

em tais condições não ocorre um bloqueio da via transulfuração que conduz à 

síntese da GSH, tal como na deficiência severa da enzima CBS ou deficiência 

de vitamina B6 (Dayal and Lentz, 2007). Desse modo, a redução no TRAP 

pode ser atribuída à depleção de vitaminas antioxidantes. A peroxidação 

lipídica e o dano a proteínas observados na aorta podem estar relacionados ao 

desequilíbrio entre as defesas antioxidantes enzimáticas e a depleção dos 

antioxidantes não enzimáticos.   

Cabe ressaltar que o estresse oxidativo tem sido relacionado a diversas 

patologias que afetam o SNC e cardiovascular (Karbach et al., 2013; Kovacic 

and Somanathan, 2012). Nesse contexto, nossos resultados mostrando o 

estado pró-oxidante promovido pela Hcy em plasma, cérebro, coração e aorta 
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de ratos submetidos ao modelo experimental de hiper-homocisteinemia leve 

pode contribuir para os efeitos tóxicos da Hcy sobre esses tecidos.  

Alterações na Na+,K+-ATPase podem induzir danos importantes na 

função cerebral uma vez que essa enzima é crucial para a atividade neuronal e 

captação de neurotransmissores (Blanco, 2005). Considerando que a Na+,K+-

ATPase é sensível ao ataque por ERO e produtos resultantes da peroxidação 

lipídica (Dencher et al., 2007), que a inibição da atividade da enzima é 

encontrada em várias doenças que afetam SNC (Benarroch, 2011), e que a 

Hcy aumentou a produção de ERO e peroxidação lipídica em córtex cerebral 

de ratos, nós investigamos no terceiro capítulo o efeito da hiper-

homocisteinemia leve sobre a atividade, imunoconteúdo e expressão gênica 

das subunidades catalíticas (α1, α2 e α3) da Na+,K+-ATPase em córtex cerebral 

e hipocampo de ratos adultos.  

Primeiramente, observamos uma redução na atividade da Na+,K+-

ATPase em ambas as estruturas cerebrais testadas. Estudos prévios in vitro 

realizados no nosso grupo de pesquisa mostram que a Hcy inibiu diretamente a 

atividade da Na+,K+-ATPase em córtices parietal, pré-frontal e cingulado (Matte 

et al., 2004). Além disso, animais submetidos ao modelo experimental crônico 

de hiper-homocisteinemia severa apresentaram redução na atividade da 

enzima em hipocampo (Streck et al., 2003) e córtices parietal, pré-frontal e 

cingulado (Matte et al., 2004). A redução na atividade da Na+,K+-ATPase 

causada pela hiper-homocisteinemia severa parece ser ocasionada, entre 

outros fatores, pelo estresse oxidativo, uma vez que a administração de 

antioxidantes tais como as vitaminas E  e C (Wyse et al., 2002) e ácido fólico 

(Matte et al., 2007) foi capaz de prevenir essa inibição. Com base nesses 

achados, é plausível sugerir que a inibição na atividade da Na+,K+-ATPase 
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causada pela hiper-homocisteinemia leve observada no presente estudo pode 

estar associada, pelo menos em parte, à peroxidação lipídica, desde que a 

enzima está inserida na membrana  e qualquer alteração nesse microambiente 

pode prejudicar sua funcionalidade. 

Em relação aos resultados obtidos a partir dos ensaios de determinação 

do imunoconteúdo das isoformas da Na+,K+-ATPase, observamos que houve 

uma redução significativa no imunoconteúdo das isoformas α1 e α2 enquanto a 

α3 não foi alterada. O padrão de expressão gênica das isoformas catalíticas 

não foi afetado pela hiper-homocisteinemia leve em córtex cerebral e 

hipocampo de ratos. Em conjunto, a redução da atividade enzimática, 

diminuição do imunoconteúdo das isoformas catalíticas sem alteração da 

expressão gênica sugere que podem ter ocorrido modificações pós-

transcricionais nas isoformas da enzima. Além disso, há evidências mostrando 

que a quantidade de enzima na membrana plasmática pode ser modificada por 

alterações na taxa de síntese ou de degradação dos polipeptídeos individuais, 

bem como pela mobilização de moléculas de enzima do “pool” endossomal 

para a superfície da célula (Blanco and Mercer, 1998; McDonough and Farley, 

1993).  

A Na+,K+-ATPase desempenha um papel crucial na manutenção das 

necessidades metabólicas básicas e para as funções especializadas de 

transmissão do impulso nervoso no SNC. O estabelecimento do potencial de 

repouso, a captação de neurotransmissores e o efluxo de cálcio estão 

acoplados a sua atividade. A inibição da enzima pode provocar um aumento da 

concentração de Na+ celular, o que pode conduzir a alterações do pH 

intracelular (via sistema de troca Na:H), ou aumento na concentração 

intracelular de cálcio e levar a diversos distúrbios cerebrais (Kaplan, 2002).  
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Em resumo, no terceiro capítulo dessa tese demonstramos que a Hcy 

diminui a atividade e imunoconteúdo das isoformas da subunidade catalítica da 

Na+,K+-ATPase cerebral. Em adição ao estresse oxidativo, podemos atribuir a 

diminuição na atividade da Na+,K+-ATPase a menor quantidade de moléculas 

da enzima disponível no córtex e hipocampo de ratos submetidos à hiper-

homocisteinemia leve.  

Considerando que a Hcy pode promover alterações vasculares através 

do dano mediado por espécies reativas ou pela indução da resposta 

inflamatória (Gokkusu et al., 2010), e que o ATP e Ado modulam processos tais 

como agregação plaquetária, vasodilatação, fluxo coronariano e inflamação (Di 

Virgilio et al., 2009), no quarto capítulo da presente tese nós avaliamos o efeito 

da hiper-homocisteinemia sobre a hidrólise de nucleotídeos promovida pelas 

ectonucleotidases em linfócitos e soro de ratos adultos. A expressão gênica 

das E-NTPDases e ecto-5‟-nucleotidase também foi avaliada em linfócitos.  

Os resultados demonstraram que a hidrólise de ATP, ADP e AMP foi 

significantemente reduzida em linfócitos. Os linfócitos são fundamentais para 

as respostas imunes humoral e celular (Weinstein et al., 2004). Essas células 

estão sujeitas à regulação autócrina ou parácrina por nucleotídeos. Durante a 

ativação, os linfócitos são capazes de liberar ATP, que promove a migração de 

linfócitos ativados para os locais de inflamação. Altas concentrações de ATP na 

sinapse imunológica, entre a célula efetora e a célula alvo, podem ativar os 

receptores P2X7, resultando em lise celular das células alvo. O ATP também 

estimula a produção de citocinas tais como IL-1β e TNF-α (Bours et al., 2006). 

Esses efeitos reforçam o papel pró-inflamatório desse nucleotídeo. A Ado, por 

outro lado, apresenta propriedades anti-inflamatórias. Tem sido demonstrado 

que a Ado extracelular atenua a resposta proliferativa dos linfócitos T ativados 
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através da estimulação de receptores A2A (Hoskin et al., 2002; Zhang et al., 

2004) e inibe a produção de citocinas pró-inflamatórias tais como IL-12, TNF-α 

e INFγ (Lappas et al., 2005; Pinhal-Enfield et al., 2003). Yang e cols. (2006) 

demonstram que em camundongos submetidos à isquemia, a ativação de 

receptores A2A em linfócitos T CD4 pela Ado preveniu a injúria ao miocárdio 

por inibir a ativação e acúmulo de linfócitos T CD4 no coração reperfundido. 

Tendo em vista a importância da manutenção do equilíbrio e da 

disponibilidade de nucleotídeos e Ado no meio extracelular, a inibição da 

hidrólise dessas moléculas pelas ectonucleotidases em linfócitos de ratos 

hiper-homocisteinêmicos pode levar a um acúmulo de ATP com conseqüente 

redução na concentração de Ado. Além disso, sabe-se que o metabolismo 

intracelular da Hcy e da Ado está associado pela reação catalisada pela 

enzima SAHH (Riksen et al., 2003). O aumento nos níveis de Hcy induz uma 

queda na Ado extracelular através da captação pelo transportador equilibrativo 

de nucleosídeo bidirecional. Nesse contexto, estudos têm demonstrado que 

uma diminuição nos níveis de Ado pode estar associada aos efeitos adversos 

da hiper-homocisteinemia, uma vez que várias ações vaso-protetoras são 

atribuídas a esse nucleosídeo, como vasodilatação (Tabrizchi and Bedi, 2001), 

inibição da agregação plaquetária (Deguchi et al., 1998), e ativação de enzimas 

antioxidantes (Maggirwar et al., 1994). 

A fim de avaliar se a Hcy provoca modificações transcricionais nos 

ectonucleotidases em linfócitos de ratos, também investigamos os padrões de 

expressão dessas enzimas. Resultados demonstraram que a transcrição das 

E-NTPDase1, 2, 3 não foi afetada pela hiper-homocisteinemia leve crônica. 

Esses dados mostram que a diminuição na hidrólise de ATP e ADP causada 

pela Hcy não foi acompanhada por alterações nos níveis de RNA mensageiro 
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transcrito das E-NTPDases. Nesse contexto, é bem conhecido que a expressão 

gênica é regulada por vários fatores que envolvem a maquinaria celular e vias 

de transdução de sinal, sendo que a atividade enzimática não pode ser 

diretamente correlacionada com o padrão de expressão gênica ou com os 

níveis de proteína, devido à existência de vários eventos pós-transcricionais 

(Nedeljkovic et al., 2005). Por outro lado, os níveis de RNA mensageiro da 

ecto-5'-nucleotidase/CD73 foram significativamente diminuídos em linfonodos 

mesentéricos de ratos hiper-homocisteinêmicos. Tendo em vista que o ATP e 

ADP podem exercer efeitos inibitórios sobre a ecto-5'-nucleotidase (Cunha, 

2001), é possível que a redução na hidrólise de nucleotídeos promovida pela 

Hcy possa levar ao aumento nos níveis extracelulares de ATP, e consequente 

inibição da ecto-5'-nucleotidase.  

ATP e outros nucleotídeos de adenina podem ser degradados por 

nucleotidases, tanto na forma ligada à membrana como na forma solúvel, 

localizada no meio intersticial ou em fluidos corporais (Zimmermann, 2000). 

Atualmente é aceito que os níveis exógenos de ATP podem estar aumentados 

em várias doenças inflamatórias, principalmente como consequência da 

liberação de nucleotídeos a partir de plaquetas, células endoteliais e vasos 

sanguíneos (Bodin and Burnstock, 1996; Dubyak, 2000; Hantgan, 1984). Esse 

aumento na concentração de ATP exógeno é geralmente acompanhado por 

secreção concomitante e/ou clivagem de várias enzimas para o meio 

extracelular (Yegutkin et al., 2000). Portanto, nucleotidases presentes no soro 

podem reduzir o excesso de nucleotídeos extracelulares e têm um importante 

papel importante na manutenção da homeostase purinérgica (Oses et al., 

2004). 
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Nossos resultados também demonstraram que a hidrólise extracelular de 

ATP, ADP e AMP não foi alterada em soro de ratos. A ausência de efeito da 

Hcy sobre a hidrólise de nucleotídeos em soro é intrigante, entretanto, Böhmer 

e cols. (Bohmer et al., 2006) mostraram que a Hcy, in vitro, inibe a hidrólise de 

nucleotídeos em uma faixa de concentração milimolar, e que essa inibição é 

dependente da concentração. É importante considerar que in vivo outros 

fatores podem afetar a cascata enzimática e que nossos resultados 

representam concentrações de Hcy na faixa micromolar, semelhantes às 

consideradas como fator de risco para as doenças cardio e cerebrovasculares 

(Herrmann and Obeid, 2011; Weiss et al., 2002).  

Em resumo, nesse capítulo foi demonstrado que a hiper-

homocisteinemia leve experimental diminuiu significativamente a hidrólise 

extracelular de ATP, ADP e AMP e a expressão gênica da ecto-5'-nucleotidase 

em linfócitos de ratos adultos. Esses dados sugerem uma ativação do processo 

inflamatório, através do aumento na concentração de ATP e diminuição da Ado 

extracelular.  

A fim de dar continuidade aos nossos estudos e considerando que as 

enzimas ectonucleotidases são amplamente distribuídas no cérebro, e os 

nucleotídeos estão envolvidos na neuromodulação, o quinto capítulo consistiu 

na avaliação do efeito da hiper-homocisteinemia leve crônica sobre as 

atividades das ectonucleotidases e expressão gênica em córtex cerebral de 

ratos. As concentrações de ATP, ADP, AMP e Ado em líquor de ratos também 

foram avaliadas por HPLC.  

Os resultados mostraram uma diminuição na hidrólise de nucleotídeos 

pela ação catalítica das ectonucleotidases em sinaptossomas obtidos de córtex 

cerebral de ratos. A redução na hidrólise pode ser explicada por alterações na 
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membrana ocasionadas pela Hcy, visto que a atividade das ectonucleotidases 

é suscetível a mudanças nas propriedades das membranas nas quais elas 

estão ancoradas (Wang et al., 1998; Yegutkin, 2008). Nós demonstramos neste 

trabalho que a Hcy promoveu aumento de TBARS, um marcador de 

peroxidação lipídica, em córtex cerebral de ratos. Desse modo, é possível 

sugerir que a inibição na atividade das ectonucleotidases em córtex cerebral 

pode estar relacionada, pelo menos em parte, ao dano oxidativo promovido 

pela hiper-homocisteinemia leve. Corroborando com essa hipótese, Zanin e 

cols. (2010) demonstraram que a Hcy, adicionada ao meio de incubação, inibiu 

a hidrólise de ATP e ADP em plaquetas de ratos nas concentrações de 20 a 

500 µM. A adição de trolox, um antioxidante, foi capaz de prevenir tal alteração. 

Com relação à expressão gênica da ectonucleotidases, observamos um 

aumento nos níveis de RNA mensageiro para os transcritos da E-NTPDase1 e 

ecto-5‟-nucleotidase em córtex cerebral de ratos. O fato de termos observado a 

redução na hidrólise de nucleotídeos sugere um aumento nos níveis de ATP e 

redução nos níveis de Ado no meio extracelular. Desse modo, o aumento na 

expressão gênica dessas enzimas pode estar associado a um mecanismo 

compensatório para regular os níveis dessas moléculas. Com a finalidade de 

investigar nossa hipótese, avaliamos as concentrações de ATP, ADP, AMP e 

Ado em líquor de ratos hiper-homocisteinêmicos. Resultados mostraram que os 

níveis de ATP foram significantemente aumentados, enquanto ADP e Ado 

diminuídos em líquor de ratos.  

O ATP é considerado uma importante molécula sinalizadora no SNC. 

Como neurotransmissor, ele é liberado para o meio extracelular através de 

vesículas pré-sinápticas juntamente com outros neurotransmissores como ACh, 

noradrenalina, glutamato, serotonina e GABA (Burnstock, 2004; Zimmermann, 
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2008). Em condições patológicas como isquemia, trauma e inflamação, esse 

nucleotídeo pode ser liberado por neurônios, microglia, células endoteliais e 

astrócitos ativados. A estimulação do receptor P2X7 pelo ATP leva à ativação 

da microglia, produção de ERO e aumento da secreção de citocinas pró-

inflamatórias, tais como IL-1β, TNF-α e IL-6 (Skaper et al., 2010; Sperlagh et 

al., 2006). Recentemente, a estimulação do receptor P2X7 tem sido relacionada 

com a neuroinflamação em muitas doenças do SNC, incluindo a doença de 

Alzheimer, epilepsia e esclerose múltipla. O tratamento com inibidores desse 

receptor reduz a neuroinflamação induzida experimentalmente em modelos 

animais dessas doenças (Kim et al., 2010; Peng et al., 2009; Ryu and 

McLarnon, 2008; Sperlagh et al., 2006). Além do seu papel na inflamação, 

parece que o ATP extracelular aumenta a liberação de glutamato (Gu and 

MacDermott, 1997) e promove morte celular (Adinolfi et al., 2005) através da 

estimulação de receptores P2X7.  

A Ado extracelular também funciona como uma molécula sinalizadora de 

lesão celular exercendo, na maioria das vezes, ações contrárias as do ATP 

(Bours et al., 2006). Através da ativação de receptores A2A, a Ado promove 

imunossupressão por induzir a elevação intracelular de cAMP (Sitkovsky and 

Ohta, 2005). A Ado regula vários processos no SNC, tais como controle do 

metabolismo de neurônios e astrócitos, resistência vascular e inflamação. Tem 

sido demonstrado o efeito protetor desse nucleosídeo após o insulto isquêmico 

através da melhora no fluxo sanguíneo (Coney and Marshall, 1998) e bloqueio 

da liberação de neurotransmissores, principalmente o glutamato (Sakamoto et 

al., 2004). Suas principais ações anti-inflamatórias incluem a redução na 

liberação de citocinas pró-inflamatórias tais como IL-12 e TNF-α (Hasko et al., 
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1998; Hasko et al., 2000; Khoa et al., 2001) e estímulo à produção da IL-10, 

uma citocina anti-inflamatória (Hasko et al., 1996). 

Existem duas principais fontes de Ado extracelular no SNC: liberação de 

Ado através de transportadores equilibrativos de nucleosídeo bidirecionais e 

conversão extracelular de nucleotídeos de adenina pelas ectonucleotidases 

(Latini and Pedata, 2001). A diminuição nos níveis de Ado extracelular 

evidenciado em nosso estudo pode ser um somatório da redução intracelular 

desse nucleosídeo devido ao aumento nos níveis de Hcy, associado à inibição 

da hidrólise extracelular pelas ectonucleotidases. Nossos dados corroboram 

com estudos mostrando que a Hcy reduz as concentrações de Ado e prejudica 

suas ações celulares. Chen e cols. (2002) demonstraram uma redução de 50% 

na concentração de Ado endógena induzida pela discreta elevação da Hcy 

plasmática. O efeito vasodilator da Ado, reduzido pela Hcy, foi completamente 

restaurado pelo inibidor de captação de nucleosídeo (dipiridamol) em pacientes 

com homocistinúria (Riksen et al., 2005).  

Tendo em vista a importância do equilíbrio nos níveis de nucleotídeos e 

Ado para o funcionamento do SNC, os resultados desse capítulo sugerem que 

a inibição na hidrólise de nucleotídeos em córtex cerebral e o desequilíbrio nos 

níveis extracelulares de ATP e Ado em líquor de ratos submetidos ao modelo 

experimental de hiper-homocisteinemia leve, podem estar associados aos 

danos cerebrais causados pela Hcy.  

No capítulo 6, avaliamos o efeito da hiper-homocisteinemia leve 

experimental sobre os níveis de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-1β e IL-

6) e da quimiocina MCP-1 em córtex cerebral, hipocampo, coração e soro de 

ratos adultos. Resultados demonstram que em hipocampo os níveis de todas 

as citocinas testadas estão aumentados. Em córtex cerebral, houve um 
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aumento significativo nos níveis de IL-1β e IL-6 no grupo tratado com Hcy em 

relação ao grupo controle.  

As citocinas pró-inflamatórias desempenham papéis pleiotróficos. No 

SNC atuam na plasticidade sináptica (Ben Achour and Pascual, 2010), 

neurotransmissão (Dunn et al., 1999), transdução de sinal nuclear (Song et al., 

2009) e neurogênese (Monje et al., 2003), assim como nas respostas 

inflamatórias. A atividade normal de citocinas pró-inflamatórias pode reduzir o 

agravamento do processo inflamatório, restaurando assim a homeostase no 

SNC (Glezer et al., 2007). Entretanto, em altos níveis essas moléculas podem 

desencadear neurotoxicidade. No cérebro, as citocinas podem ser produzidas 

pela microglia, célula com função imune residente do SNC que quando ativada 

secreta uma grande variedade de citocinas pró-inflamatórias e fatores 

neurotóxicos como ERO e ERN (Lerouet et al., 2002; Liu and Hong, 2003). 

Além disso, elas também podem ser produzidas por neurônios ou por células 

imunocompetentes da periferia (Banks, 2005; Woodroofe, 1995).  

Nos capítulos anteriores, mostramos que a Hcy promove estresse 

oxidativo em córtex cerebral além de aumentar a concentração extracelular de 

ATP e diminuir a de Ado no líquor de ratos. Considerando que as citocinas pró-

inflamatórias podem ser produzidas em resposta ao estresse oxidativo 

(Halliwell and Gutteridge, 2007) ou ao desequilíbrio nos níveis de ATP e Ado, é 

plausível sugerir que esses achados podem estar estreitamente relacionados. 

Corroborando com nossos dados, vários estudos têm mostrado que a Hcy 

promove um estado pró-inflamatório. Foi demonstrada a ativação de células 

endoteliais em cultura expostas à Hcy, o que resulta em um aumento na 

expressão de quimiocinas (Poddar et al., 2001) e moléculas de adesão (Koga 

et al., 2002; Postea et al., 2006; Silverman et al., 2002). Além disso, estudos 
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prévios realizados no nosso grupo de pesquisa demonstraram que a hiper-

homocisteinemia severa aumentou a concentração de citocinas pró-

inflamatórias em cérebro e sangue de ratos neonatos (da Cunha et al., 2010; 

da Cunha et al., 2012).  

Estudos têm demonstrado o importante papel do sistema colinérgico no 

processo inflamatório. A inflamação periférica é controlada, entre outros, pela 

“via colinérgica anti-inflamatória”, que envolve a inibição da resposta imune 

inata através da liberação de ACh pelo nervo vago. Através dessa via, a 

liberação de citocinas por monócitos e macrófagos é suprimida (Rosas-Ballina 

and Tracey, 2009; Tracey, 2002). Esse mecanismo também foi demonstrado no 

SNC. Em cultura de células microgliais, o pré-tratamento com ACh inibiu a 

produção de TNF-α induzida pelo LPS (Shytle et al., 2004).  

Dando continuidade ao nosso estudo, avaliamos o efeito da hiper-

homocisteinemia leve sobre a atividade, imunoconteúdo e expressão gênica da 

AChE. Resultados demonstraram que a Hcy aumentou significativamente a 

atividade da AChE no córtex cerebral e no hipocampo de ratos adultos. Desde 

que a ACh é hidrolisada pela AChE, esses achados sugerem uma redução nos 

níveis de ACh, o que pode contribuir, pelo menos em parte, para o estado pró-

inflamatório promovido pela Hcy. Nesse contexto, em um modelo de hipóxia, a 

inibição da AChE reduziu a produção de TNF-α (Wang et al., 2010). O fármaco 

galantamina, inibidor da AChE usado no tratamento da insuficiência colinérgica 

e perda de memória durante a doença de Alzheimer, suprimiu os níveis de  

citocinas sistêmicas durante a endotoxemia (Pavlov et al., 2009). 

Nossos resultados também demonstraram que o imunoconteúdo da 

AChE foi significativamente aumentado no córtex cerebral e diminuído no 

hipocampo, enquanto o padrão de expressão gênica da enzima não foi afetado 
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pela hiper-homocisteinemia leve em ambas as estruturas cerebrais testadas. 

Tem sido demonstrado que os níveis da AChE são controlados por regulação 

transcricional e pós-transcricional (Kaufer et al., 1998; Shohami et al., 2000). O 

mecanismo pelo qual Hcy alterou o imunoconteúdo AChE por vias opostas no 

córtex e no hipocampo não está claro, porém, sabemos que as isoformas 

neuronais da AChE respondem de maneira diferente sob estresse toxicológico 

e patológico. Variantes da enzima, que mostram atividade enzimática 

indistinguível, ainda diferem na sua expressão e padrões de associação à 

membrana (Meshorer and Soreq, 2006; Shohami et al., 2000). No presente 

estudo, é plausível sugerir que a estimulação da atividade da AChE no córtex 

cerebral pode estar associada ao aumento na quantidade de moléculas de 

enzima disponível. Por outro lado, a diminuição no imunoconteúdo da enzima 

em hipocampo sugere uma resposta compensatória ao aumento da atividade 

da AChE nessa estrutura cerebral. 

 A Hcy pode promover disfunção endotelial, o que pode levar à ativação 

de vias pró-inflamatórias na vasculatura (Liu et al., 2008; Weiss, 2005). A Hcy 

promove a estimulação da expressão de IL-6 em cultura de células de músculo 

liso de aorta de ratos (Zhang et al., 2006) e induz a expressão e a secreção de 

MCP-1 e IL-8 em células endoteliais de aorta humana cultivadas (Poddar et al., 

2001). Nossos resultados demonstram que a Hcy aumentou significativamente 

os níveis de TNF-α, IL-6 e MCP-1 no coração de ratos. No soro, os níveis de 

IL-6 estavam aumentados após o tratamento crônico, sugerindo que a hiper-

homocisteinemia leve promove inflamação sistêmica. 

Estudos sugerem que a elevação nos níveis de IL-6 está estreitamente 

relacionada com um aumento do risco de infarto do miocárdio e as doenças 

coronárias (Harris et al., 1999; Lindmark et al., 2001; Ridker et al., 2000). 
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Pacientes com insuficiência cardíaca congestiva apresentam uma correlação 

entre os elevados níveis plasmáticos de IL-6 e TNF-α e o prejuízo na 

vasodilatação endotélio-dependente da artéria e veia braquial (Katz et al., 

1994; Vanderheyden et al., 1998). Nesse contexto, o aumento das citocinas no 

coração e da IL-6 em soro de ratos hiper-homocisteinêmicos pode contribuir 

para desenvolvimento de doenças cardíacas. Corroborando com nossos 

achados, Holven e cols. (2006) mostraram que os níveis de IL-6 estão 

aumentados em pacientes com hiper-homocisteinemia.  

Outra enzima importante na hidrólise de ACh é a BuChE. Essa enzima 

está presente de forma mais abundante no soro e embora o seu papel exato na 

transmissão colinérgica não esteja claro, ela é muito importante na manutenção 

da integridade estrutural e funcional das vias colinérgicas (Mesulam et al., 

2002). Os resultados do presente trabalho demonstraram que a atividade 

dessa enzima não foi alterada no soro de ratos submetidos à hiper-

homocisteinemia leve. Sabe-se que BuChE e AChE diferem em sua resposta 

cinética de acordo com as concentrações de ACh. A BuChE é menos eficiente 

na hidrólise de ACh em concentrações baixas, mas altamente eficiente em 

concentrações elevadas, onde a AChE é inibida (Das, 2007). Assim, a falta de 

efeito na atividade BuChE pode estar relacionada com um decréscimo nos 

níveis de ACh por estimulação da AChE cerebral, uma vez que estudos 

indicam que o sistema colinérgico periférico se comunica com o central através 

do nervo vago (Rosas-Ballina and Tracey, 2009). Um estudo prévio, in vitro, 

sugere que a atividade BuChE em soro só sofre alteração em altas 

concentrações de Hcy. Demonstramos que a Hcy não alterou a atividade 

enzima nas concentrações de 10 µM e 100 µM, porém inibiu significativamente 

a atividade da BuChE na concentração de 500 µM em soro de ratos de 8, 15 e 
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60 dias de vida (Scherer et al., 2007). Nos estudos in vivo, também foi 

observada uma diminuição na atividade da enzima na hiper-homocisteinemia 

severa, cujos níveis plasmáticos de Hcy estão na faixa de 400 µM a 500 µM 

(Stefanello et al., 2005). 

Em conjunto, os resultados deste trabalho mostram que a homocisteína 

induz um estado oxidativo e inflamatório central e periférico além de prejudicar 

a funcionalidade de enzimas cerebrais importantes. Considerando que a hiper-

homocisteinemia leve é prevalente na população e tem sido considerada um 

fator de risco para o desenvolvimento de doenças cerebrais e cardíacas, o 

presente modelo experimental pode ser útil para a investigação da 

patofisiologia de doenças causadas pela homocisteína e estratégias de 

prevenção.  

Um resumo dos principais resultados observados nessa Tese encontram-

se no Anexo 1. 
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V. CONCLUSÕES 
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1. Foi desenvolvido um modelo químico experimental de hiper-

homocisteinemia leve em ratos adultos, cujas concentrações 

plasmáticas de Hcy foram similares àquelas consideradas fator de 

risco para o desenvolvimento de doenças cerebrais e cardiovasculares 

(aproximadamente 30 µM). Utilizando esse modelo observamos que: 

2. A Hcy aumentou a produção de ERO em plasma e córtex cerebral, 

mas não alterou em coração e aorta; 

3.  Houve uma redução nos níveis de nitritos em córtex cerebral e aorta. 

Em plasma e coração de ratos esse parâmetro não foi alterado;  

4. A hiper-homocisteinemia leve promoveu um desequilíbrio nas defesas 

antioxidantes enzimáticas e peroxidação lipídica em plasma, córtex 

cerebral e aorta de ratos. Em coração esses parâmetros não foram 

afetados pela Hcy; 

5. Houve uma redução nas defesas antioxidantes não enzimáticas em 

plasma, córtex cerebral, coração e aorta de ratos; 

6. A hiper-homocisteinemia leve promoveu um aumento no conteúdo de 

carbonilas em coração e aorta de ratos; 

7. A atividade e o imunoconteúdo das isoformas α1 e α2 da Na+,K+-

ATPase foram diminuídas em córtex cerebral e hipocampo de ratos. A 

expressão gênica da enzima não foi alterada em ambas as estruturas 

cerebrais testadas; 

8. A hiper-homocisteinemia leve promoveu uma diminuição na hidrólise 

de ATP, ADP e AMP em linfócitos e em sinaptossomas obtidos de 

córtex cerebral de ratos. Em soro, tal parâmetro não foi alterado; 

9. A expressão da ecto-5'-nucleotidase foi diminuída em gânglios 

linfáticos mesentéricos e aumentada em córtex cerebral de ratos; 
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10.  Houve um aumento na expressão da E-NTPDase1 em córtex cerebral 

de ratos; 

11.  Ratos tratados cronicamente com Hcy apresentaram concentrações 

aumentadas de ATP e diminuídas de ADP e Ado em líquor; 

12.  Houve um aumento nos níveis de citocinas pró-inflamatórias: TNF-α, 

IL-1β, IL-6 e da quimiocina MCP-1 em hipocampo; IL-1β e IL-6 em 

córtex cerebral; TNF-α, IL-6 e MCP-1 no coração e IL-6 em soro de 

ratos; 

13.  A hiper-homocisteinemia leve promoveu uma estimulação da 

atividade da AChE em córtex cerebral e hipocampo de ratos; 

14.  O imunoconteúdo da AChE foi aumentado em córtex cerebral e 

diminuído no hipocampo de ratos; 

15.  A atividade da BuChE não foi alterada pela Hcy em soro de ratos 

adultos. 
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CONCLUSÃO GERAL 
 
 

Tendo em vista a importância do uso de modelos animais para investigar 

os mecanismos envolvidos nas doenças humanas, que a hiper-

homocisteinemia leve é recorrente na população e tem sido considerada um 

fator de risco para doenças cerebrais e cardíacas, destacamos a relevância do 

desenvolvimento do nosso modelo para o estudo das alterações teciduais 

causadas pela Hcy. 

Os resultados do presente estudo mostram, em conjunto, que a hiper-

homocisteinemia leve causa uma série de alterações bioquímicas e 

moleculares no SNC e periferia, tais como indução de estresse oxidativo, 

alterações nas enzimas cerebrais Na+,K+-ATPase, ectonucleotidases e AChE, 

desequilíbrio nas concentrações de nucleotídeos e Ado em líquor e aumento 

nos níveis de citocinas pró-inflamatórias que podem contribuir, pelo menos em 

parte, para os efeitos nocivos da Hcy ao SNC e cardiovascular. 
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VI. ANEXOS 

Anexo 1 
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VI.  PERSPECTIVAS 
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 Avaliar os seguintes parâmetros em ratos adultos submetidos à hiper-

homocisteinemia leve experimental: 

 Atividade e expressão das ectonucleotidases em coração e plaquetas; 

 Função mitocondrial e parâmetros de metabolismo energético em 

cérebro e coração; 

 Captação do glutamato e o imunoconteúdo dos transportadores de 

glutamato (GLAST e GLT-1) em córtex cerebral e hipocampo; 

 O imunoconteúdo das frações citoplasmática e nuclear da subunidade 

p65 do NF-κB no córtex cerebral, hipocampo e coração; 

 O imunoconteúdo do CD11b, marcador de microglia ativada, no córtex 

cerebral e hipocampo; 

 Memória espacial e aversiva; 

 Morfologia em tecido cerebral, cardíaco e vascular. 
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