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RESUMO 

 
Níveis plasmáticos levemente elevados de homocisteína (Hcy), que caracterizam a hiper-
homocisteinemia (HHcy), têm sido relacionados a perturbações na homeostase celular e são 
considerados um fator de risco para o desenvolvimento de doenças neurodegenerativas, 
psiquiátricas e motoras. No entanto, os mecanismos pelos quais a Hcy exerce seu efeito tóxico 
ainda não estão completamente elucidados. Baseado nisso, o objetivo desta tese foi avaliar as 
possíveis alterações causadas pela HHcy leve crônica sobre parâmetros emocionais (testes do 
labirinto em cruz elevada, exploração claro-escuro e campo aberto, preferência pela sacarose 
1%, natação forçada, ganho de peso corpóreo e relação peso adrenal/peso corpóreo) e motores 
(testes da caminhada em escada horizontal, trave de equilíbrio, suspensão e pole vertical) em 
ratos. Também investigamos possíveis alterações bioquímico-molecular estrutura-específico 
em uma ou mais estruturas cerebrais (amígdala, córtex pré-frontal, estriado e/ou cerebelo). 
Ratos Wistar foram submetidos a uma injeção subcutânea de Hcy (0,03μmol/g de peso 
corporal) duas vezes ao dia, dos 30 aos 60 dias de vida. Após a indução do modelo de HHcy 
leve crônica os animais foram submetidos à eutanásia e/ou aos testes emocionais/motores 
seguidos de eutanásia. A HHcy leve induziu comportamento semelhante à ansiedade, 
aumentou a produção de bolos fecais e o tempo para desenvolver tarefas em alguns aparatos 
dos testes ansiosos e motores, mas não alterou significativamente o comportamento 
semelhante à depressão e a motricidade dos animais. Quanto às análises bioquímicas, na 
amígdala, a HHcy leve aumentou as atividades das enzimas succinato desidrogenase (SDH) e 
complexo II, superóxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx), Na+, K+-ATPase e 
glutamina sintetase, bem como os níveis de nitritos, o dano ao DNA e o imunoconteúdo 
nuclear do fator nuclear eritróide 2 (Nrf-2). A atividade da citocromo c oxidase e os níveis de 
ATP foram diminuídos. No córtex pré-frontal, a HHcy leve aumentou as atividades da 
catalase (CAT),  GPx, Mg2+-ATPase e da glutamina sintetase, bem como o dano ao DNA. Os 
demais parâmetros avaliados na amígdala e no córtex pré-frontal não foram alterados. No 
estriado, a HHcy leve aumentou as espécies reativas, as atividades da GPx, CAT e 
acetilcolinesterase (AChE) e a expressão gênica da interleucina(IL)-1β, bem como reduziu a 
atividade da citocromo c oxidase, o imunoconteúdo da AChE e a expressão gênica do fator de 
necrose tumoral (TNF)-α. No cerebelo, a HHcy leve aumentou as espécies reativas, o dano 
lipídico, e a expressão gênica do TNF-α, IL-1β, IL-10 e do fator de transformação do 
crescimento (TGF)-β, bem como diminuiu o conteúdo de glutationa reduzida, a razão 
SOD/CAT, a atividade da citocromo c oxidase e da AChE e o imunoconteúdo da AChE. Os 
demais parâmetros avaliados em estriado e cerebelo não foram alterados. Em conjunto nossos 
achados sugerem que a HHcy leve induz comportamento semelhante ao ansioso, prejuízos 
oxidativos, bioenergéticos, glutamatérgicos e inflamatórios, além de alterar a atividade das 
ATPases e da AChE de maneira estrutura-específica. Tais alterações podem estar relacionadas 
aos mecanismos pelos quais a HHcy leve exerce toxicidade, aumentando o risco e a 
incidência de doenças neurodegenerativas, psiquiátricas e motoras, assim como comorbidades 
associadas a estas doenças na população em geral. 
 
Palavras-chaves: Hiper-homocisteinemia leve; Comportamento; Na+, K+-ATPase; 
Homeostase Glutamatérgica; Sistema colinérgico; Sobrevivência celular. 
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ABSTRACT 

 
Elevated levels of homocysteine (Hcy) are linked to disturbances in cell homeostasis. 
Hyperhomocysteinemia (HHcy) has been considered a risk factor for the development of 
neurodegenerative, psychiatric, and motor diseases. However, the mechanisms by which Hcy 
exerts its toxic effect are not yet fully understood. Thus, the objective of the thesis was to 
assess the possible changes caused by chronic mild HHcy on parameters of emotional 
behavior (elevated plus maze tests, light-dark exploration, and open field, sucrose preference, 
forced swimming, body weight gain and adrenal weight/body weight ratio), as well as the 
motor system (horizontal stair walk tests, balance beam, suspension, and vertical pole) in rats. 
We aim to perform a structure-specific biochemical-molecular screening in the amygdala, 
prefrontal cortex, striatum, and cerebellum. For this, Wistar rats received a subcutaneous 
injection of HCY (0.03μmol / g of body weight) twice a day, from 30 to 60 days of life. After 
the mild HHcy model induction, the animals were euthanized and/or submitted to 
emotional/motor tests followed by euthanasia. Mild HHcy induced anxiety-like behavior, 
increased the fecal boli production and the time to develop tasks in some apparatus of anxious 
and motor tests, without, however, significantly altering the depressive-like behavior and 
motricity of animals. As for biochemical parameters, in the amygdala, mild HHcy increased 
the activities of succinate dehydrogenase (SDH) and complex II, superoxide dismutase (SOD) 
and glutathione peroxidase (GPx), Na+, K+-ATPase and glutamine synthetase, as well as 
nitrite levels, DNA damage and nuclear immunocontent of nuclear erythroid factor 2 (Nrf-2). 
Cytochrome c oxidase activity and ATP levels were decreased. In the prefrontal cortex, mild 
HHcy increased the activity of catalase (CAT) and GPx, DNA damage, and the activities of 
Mg2+-ATPase and glutamine synthetase. The other assays in the amygdala and prefrontal 
cortex were not changed. In the striatum, mild HHcy increased reactive species, activities of 
CAT, GPx, and AChE, and interleukin (IL)-1β gene expression, as well as reduced 
cytochrome c oxidase activity, AChE immunocontent, and tumor necrosis factor (TNF)-α 
gene expression. In the cerebellum, mild HHcy increased reactive species, lipid damage, and 
gene expression of TNF-α, IL-1β, IL-10, and transformation growth factor (TGF)-β, as well 
as decreased reduced glutathione content, SOD/CAT ratio, the activity of cytochrome c 
oxidase and AChE, and the immunocontent of AChE. The other assays in the striatum and 
cerebellum were not changed. Our findings suggest that mild HHcy induces anxiety-like 
behavior, oxidative, bioenergetic, glutamatergic, and inflammatory damages, in addition to 
altering ATPase and AChE activities in a structure-specific manner. Such changes may be 
related to the mechanisms by which mild HHcy exerts toxicity, increasing the risk and 
incidence of neurodegenerative, psychiatric, and motor diseases, as well as comorbidities 
associated with these diseases in the general population. 
 
 
Key-words: Mild Hiper-homocisteinemia; Behavior; Sodium-Potassium-Exchanging 
ATPase; Glutamate Homeostasis; Cholinergic system; Cell Survival. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

1.1. Metabolismo de aminoácidos sulfurados  

1.1.1. Metabolismo da Homocisteína 

A homocisteína (Hcy) é um aminoácido não proteico gerado no metabolismo da 

metionina (Met), a qual é um aminoácido sulfurado essencial com grande importância 

biológica. A Met obtida na dieta ou da degradação endógena de proteínas é convertida a S-

adenosilmetionina (SAM) pela enzima metionina adenosiltransferase (EC 2.5.1.6). A SAM é 

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

de SAM, que é hidrolisada a Hcy e adenosina pela enzima S-adenosil homocisteína hidrolase 

(EC 3.3.1.1) (Williams and Schalinske 2010; Mudd 2011; Skovierová et al. 2016; Martínez et 

al. 2017).  

A Hcy formada tem seus níveis controlados por duas rotas metabólicas: 

a) Na via de remetilação um grupamento metil é transferido do N5-

metiltetraidrofolato a Hcy pela ação da enzima metionina sintase (MT, EC 2.1.1.13), a qual 

tem como cofator a vitamina B12 ou cianocobalamina, ou então, através da ação da enzima 

betaína homocisteína metiltransferase (EC 2.1.1.5) que transfere um grupamento metil 

proveniente da betaína à Hcy. Essas vias são amplamente distribuídas nos tecidos e convertem 

Hcy em Met. 

b) Na via da transulfuração a Hcy é metabolizada irreversivelmente a cistationina 

após a condensação com a serina pela ação da enzima cistationina β-sintase (CβS – EC 

4.2.1.22), a qual tem como cofator a vitamina B6 ou piridoxal fostato. A cistationina formada 

é então hidrolisada pela cistationina γ-liase (EC 4.4.1.1) a cisteína e α-cetobutirato, os quais 

são substratos para outras rotas metabólicas (Williams and Schalinske 2010; Skovierová et al. 

2016). 
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No ciclo da Met-Hcy, a SAM se apresenta como um importante substrato em diversos 

processos de transmetilação, ao passo que ela doa grupamentos metil a fosfolipídeos, 

catecolaminas e reações epigenéticas, metilando o ácido desoxirribonucleico (DNA), ácido 

ribonucleico (RNA) e histonas (Finkelstein 2007; Zhang and Zheng 2016). A SAM tem 

grande importância na sinalização celular e na degradação de metabólitos. Quando os níveis 

de SAM estão aumentados ela inibe alostericamente a metileno tetrahidrofolato redutase 

(MTHFR) reduzindo a conversão de Hcy em Met, pela via da remetilação. Com níveis 

aumentados de Hcy a SAM ativa alostericamente a CβS aumentando a catabolização da Hcy 

diminuindo seu nível sérico (Finkelstein 2007; Skovierová et al. 2016; Zhang and Zheng 

2016). 

A figura 1 esquematiza as principais rotas de formação e degradação da Hcy. 

 

Figura 1 – Rota da Metionina-Homocisteína. MT – metionina transferase, R-qualquer radical a ser 
metilado, CH3 – grupamento metila, ATP – adenosina trifosfato, ADP – adenosina difosfato, AMP – 
adenosina monofosfato, NADPH – nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato reduzido, NADP+ – 

nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato oxidado, B12 – vitamina B12, B6 – vitamina B6, B2 – vitamina 
B2, PPi – pirofosfato inorgânico, Pi – fosfato inorgânico, CoA – Coenzima A. 

Fonte: traduzido de Skovierová et al. (2016). 
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1.2. Hiper-homocisteinemias e Doenças 

São considerados normais níveis plasmáticos de Hcy entre 5 e 12 µmol/L (µM em 

mulheres) e 5 e 15 µM (em homens). Níveis superiores a 13-16 µM caracterizam uma 

condição denominada hiper-homocisteinemia (HHcy) que pode ser leve (13/16-30 µM), 

moderada (31-100 µM) ou grave (superior a 100 µM). Essa condição de HHcy pode ser 

originada em decorrência de fatores genéticos ou ambientais (Herrmann 2006; Mudd 2011; 

Veeranki and Tyagi 2013).  

O rastreio neonatal das deficiências enzimáticas que levam ao aumento da Hcy 

demonstra uma prevalência entre 1:200.000 a 1:335.000 nascidos vivos, quando há a 

deficiência homozigótica da enzima CβS (Skovby et al. 2010; Mudd 2011; Sørensen et al. 

2016), e uma prevalência de 1:70 a 1:2.000 nascidos vivos quando há deficiências enzimáticas 

heterozigóticas (Neves et al. 2004). A HHcy severa é característica da Homocistinúria 

Clássica que é um erro inato do metabolismo, de herança autossômica recessiva, causada pela 

deficiência severa da CβS. 

As HHcy leve e moderada, por sua vez, podem ser originadas por mutações genéticas 

heterozigóticas na enzima MTHFR, deficiência das vitaminas do complexo B (principalmente 

B6, B9 e B12), dieta rica em Met, insuficiência renal crônica e uso de medicamentos como 

fenitoína, L-DOPA e metotrexato, utilizados no tratamento de convulsões e nas doenças de 

Parkinson e Alzheimer (Boers 2001; Dos Santos et al. 2009; Zoccolella et al. 2009; Swart et 

al. 2013; McCully 2015; Ao et al. 2017; Kumar et al. 2017).  

A HHcy leve tem sido relatada como um fator de risco para doenças cardiovasculares, 

neurológicas e psiquiátricas (Williams and Schalinske 2010; McCully 2015; Hannibal and 

Blom 2016; Bonetti et al. 2016). Trabalhos mostram que esta condição pode estar associada à 

depressão, demências e alterações de cognição e memória (Sachdev 2005; Minagawa et al. 

2010; Permoda-Osip and Dorszewska 2013; Moustafa et al. 2014; Chung et al. 2016).  O 
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polimorfismo da enzima MTHFR tem sido relacionado a alterações nos níveis de serotonina e 

dopamina, e na sintomatologia depressiva (Folstein et al. 2007; Liew and Gupta 2014; 

Skovierová et al. 2016).  

Trabalhos relatam níveis sanguíneos de Hcy aumentados em animais submetidos ao 

estresse crônico demonstrando uma associação entre estresse e Hcy (Tagliari et al. 2010). A 

HHcy leve quimicamente induzida causa estresse oxidativo em plasma e córtex cerebral 

(Scherer et al. 2011), diminui o conteúdo proteico das subunidades catalíticas α1 e α2 da 

enzima Na+, K+-ATPase em córtex e hipocampo e a hidrólise de ATP, ADP e AMP em 

linfócitos e sinaptossomas de córtex cerebral de ratos (Scherer et al. 2013). Ainda, a HHcy 

leve crônica aumenta a atividade e o conteúdo proteico da acetilcolinesterase (AChE) em 

córtex cerebral e hipocampo de ratos (Scherer et al. 2014) e altera a ultraestrutura de 

neurônios corticais, comprometendo mitocôndrias e outros componentes celulares (de S. 

Moreira et al. 2018). 

 

 

1.3. Metabolismo energético 

As mitocôndrias são organelas celulares com papel metabólico central no 

funcionamento celular e na regulação do metabolismo energético e produção de ATP, 

apresentando grande capacidade adaptativa a ambientes adversos. Alteração na função e na 

integridade mitocondrial tem sido reportada em doenças neurodegenerativas, câncer, diabetes, 

obesidade e envelhecimento (Morris and Berk 2015; Grimm and Eckert 2017).  

Nas cristas da membrana mitocondrial interna estão localizados os complexos da 

cadeia respiratória (Complexos I, II, III e IV), que tem por função transferir elétrons ao 

oxigênio molecular, seu aceptor final, e gerar um gradiente de prótons no espaço 

intermembranas da mitocôndria. Esse gradiente de prótons é utilizado pela enzima FO,F1-
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ATPase (ATP Sintetase) para produzir em torno de 95% do ATP no sistema nervoso central 

(SNC), no processo denominado fosforilação oxidativa (Pereira et al. 2012). A figura 2 

apresenta de forma esquemática a fosforilação oxidativa e a produção de ATP. 

 

 

Figura 2 – Fosforilação oxidativa e produção de ATP. 
Fonte: (Pereira et al. 2012). 

 

Disfunções mitocondriais podem alterar a síntese de ATP o que pode prejudicar a 

atividade de outras ATPases levando ao desbalanço nas concentrações iônicas dos 

compartimentos celulares e comprometendo a síntese e recaptação de neurotransmissores, o 

que pode desencadear o processo apoptótico e levar à morte celular (Emerit et al. 2004; Foo 

et al. 2012; Quintanilla et al. 2017). A disfunção mitocondrial tem sido relacionada à 

patogênese da neurodegeneração (Akbar et al. 2016; Grimm e Eckert 2017; Quintanilla et al. 

2017), das doenças metabólicas (Morava e Kozicz 2013; Bhatti et al. 2017) e psiquiátricas 

(Scaglia 2010; Olloquequi et al. 2018) e ao envelhecimento (McCully 2015; Theurey e Pizzo 

2018). 

 

1.4. Estresse oxidativo 

Na fosforilação oxidativa, quando o oxigênio molecular não é corretamente reduzido à 

água, a mitocôndria torna-se uma importante fonte e alvo da produção de espécies reativas de 
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oxigênio (ERO) (Halliwell e Gutteridge 2007; Halliwell 2012). As principais ERO 

compreendem o ânion superóxido (•O2-), o peróxido de hidrogênio (H2O2), o oxigênio 

“singlet” (1O2) e o radical hidroxil (OH•) (Halliwell 2012, 2014). Há ainda, em alguns 

processos fisiológicos, a produção de espécies reativas de nitrogênio (ERN), dentre as quais 

podemos destacar o óxido nítrico (NO•) e o peroxinitrito (ONOO-) (Halliwell e Whiteman 

2004). A produção controlada de espécies reativas tem importante papel fisiológico atuando, 

por exemplo, na regulação da síntese proteica, na sinalização celular e na defesa a invasores 

(Halliwell e Gutteridge 2007; Halliwell 2012). O controle da produção de ERO/ERN é 

realizado pelas defesas antioxidantes.  

As defesas antioxidantes podem ser enzimáticas e não enzimáticas. As defesas 

antioxidantes enzimáticas são representadas, dentre outras, pela superóxido dismutase (SOD), 

catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). As defesas antioxidantes não enzimáticas são 

representadas pelas vitaminas E (alfa-tocoferol) e C (ácido ascórbico), glutationa reduzida 

(GSH) e flavonoides e carotenos, dentre outros (Gutteridge e Halliwell 2010). 

As reações envolvendo as enzimas antioxidantes e as ERO que elas detoxificam são:  

SOD – 2 •O2- + 2 H+ → H2O2 + O2 

CAT – 2 H2O2 → 2 H2O + O2 

GPx – 2 GSH + H2O2 → GSSG (glutationa oxidada, dímero de glutationa) + 2 H2O 

Em condições normais a produção das espécies reativas e as defesas antioxidantes 

estão em equilíbrio. Quando o controle na produção de ERO/ERN e as capacidades 

antioxidantes são perdidos ocorre o estresse oxidativo, que tem efeito deletério ao ambiente 

celular, e tem sido reportado em diversas doenças (Halliwell 2014). A dificuldade em 

controlar as ERO/ERN pode causar dano oxidativo grave a lipídios, proteínas e ao DNA 

(Halliwell e Gutteridge 2007; Gutteridge e Halliwell 2010). Quando o estresse oxidativo é 

agudo ou moderado as células podem se adaptar a esse ambiente aumentando a síntese de 
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moléculas antioxidantes para a recuperação da homeostase redox. Com a cronicidade do 

insulto as células podem não conseguir reparar os danos causados pelo estresse oxidativo e 

isso pode levar a morte celular por apoptose ou necrose. Nesse contexto o fator nuclear 

eritróide 2 relacionado ao fator 2 (Nrf-2) se apresenta como um importante mediador do 

estresse oxidativo, e tem sido reportado à adaptação e tolerância celular em ambientes hostis 

(Holmström et al. 2017; Venditti e Di Meo 2020).  

Os efeitos do estresse oxidativo estão bem descritos na fisiopatologia de diversas 

doenças e neurodegeneração em humanos e em modelos animais de doenças (Misra et al. 

2009; Marazziti et al. 2012; El Assar et al. 2013; Akbar et al. 2016; Beckhauser et al. 2016; 

Martínez et al. 2017; Samavarchi Tehrani et al. 2018). 

 

1.5. ATPases  

A Na+, K+-ATPase e Mg2+-ATPase são hidrolases que utilizam a energia da quebra da 

molécula de ATP, produzida na fosforilação oxidativa, para bombear íons controlando  a 

função cerebral e a homeostase de diversas moléculas, como os neurotransmissores 

(Kinoshita et al. 2016). Os seus funcionamentos são relacionados a diversas funções 

metabólicas, aprendizado e memória (Marazziti et al. 2012; Arnaiz e Ordieres 2014). Elas são 

enzimas transmembrana susceptíveis a alterações citosólicas e estruturais das membranas 

biológicas (Cornelius et al. 2015).  

A Na+, K+-ATPase (figura 3) é amplamente distribuída nas células do organismo, e 

tem importante papel na manutenção da excitabilidade neuronal gerando e mantendo o 

potencial de membrana ao translocar os íons sódio (Na+) e potássio (K+) contra seus 

gradientes de concentração. Ela regula o volume e pH intracelular e está envolvida na 

transdução de sinal.  Para isso, ela consome cerca de 50-60% do ATP total do SNC (Suhail 

2010; Arnaiz e Ordieres 2014; Aperia et al. 2016). A Na+, K+-ATPase é composta por três 
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unidades estruturais, sendo uma catalítica (α, peso molecular aproximado: 110 KDa), uma 

regulatória (β, peso molecular aproximado: 55 KDa) e uma modulatória (γ, peso molecular 

aproximado: 12 KDa). A subunidade α tem 4 isoformas, a subunidade β tem 2 isoformas e 

subunidade γ uma. Elas são amplamente distribuídas nos tecidos do organismo e podem se 

rearranjar de diversas formas (Suhail 2010).  

 

Figura 3 – Transporte de Na+ e K+ através da membrana plasmática com consumo de ATP pela Na+, K+-
ATPase.  

Fonte: (Suhail, 2010). 
 

A Mg2+-ATPase tem como função primordial manter altas concentrações 

intracelulares de Mg2+, tendo importante papel no crescimento celular e no controle da síntese 

proteica (Sanui e Rubin 1982; Carageorgiou et al. 2008). 

Alterações no funcionamento das ATPases são relacionadas a prejuízos celulares, 

cognitivos e emocionais em diversos tecidos e modelos animais de doenças (Ikeda et al. 2003; 

Carageorgiou et al. 2008; Sütt et al. 2015; da Silva Fiorin et al. 2016; dos Santos et al. 2017). 

A HHcy severa inibe a atividade da Na+, K+-ATPase em hipocampo de ratos (Machado et al. 

2011) e a hiper-metioninemia gestacional altera a atividade da Mg2+-ATPase levando a 

déficits cognitivos na prole de ratas (Schweinberger et al. 2014). A disfunção da atividade da 

Na+, K+-ATPase tem sido relacionada ao comportamento semelhante ao depressivo (De 

Vasconcellos et al. 2005; Moseley et al. 2007; Crema et al. 2010; dos Santos et al. 2017), 
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isquemia cerebral (Sanches et al. 2013) e doenças metabólicas (Medvedev et al. 2017) em 

roedores. 

 

1.6. Sistema glutamatérgico 

O glutamato é um aminoácido não essencial com função primordial na 

neurotransmissão excitatória no SNC, estando envolvido na plasticidade sináptica, 

desenvolvimento neural, aprendizagem e memória (Lehner et al. 2010; Lamprecht 2016). 

O glutamato é estocado em vesículas sinápticas no neurônio pré-sináptico e é liberado 

na fenda sináptica quando há algum disparo de potencial de ação e necessidade de condução 

de impulso nervoso. Na fenda sináptica, o glutamato pode se ligar a seus receptores 

específicos metabotrópicos (mGluRs) ou ionotrópicos (IGluRs) que estão localizados no 

neurônio pós-sináptico. Os principais IGluRs são o N-metil D-Aspartato (NMDA), alfa-

amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropiónico (AMPA) e cainato. Quando o glutamato liga-

se a eles leva a abertura de canais iônicos que causam a despolarização neuronal (Izquierdo e 

Medina 1997; Abg Abd Wahab et al. 2019). Os receptores AMPA e cainato são relacionados 

à rápida cinética de ativação e desativação, enquanto que, o NMDA tende a permanecer mais 

tempo aberto que os anteriores permitindo um maior fluxo de íon cálcio (Ca2+) para dentro do 

neurônio tendo assim importante papel no potencial de longa duração. O NMDA inicia 

cascatas de sinalização intracelular dependentes de Ca2+ que conduzem a alterações na 

expressão de diversos genes, sendo amplamente relacionado aos processos de aprendizado e 

memória (Izquierdo e Medina 1997; Do et al. 2004; Foo et al. 2012; Rueda et al. 2016). 

Após a sua ação, o glutamato livre na fenda sináptica é captado pelos transportadores 

de aminoácidos excitatórios (EEAT) glutamato-aspartato (GLAST/EEAT1, peso molecular 

aproximado: 64 KDa) e transportador de glutamato (GLT-1/EEAT2, peso molecular 

aproximado: 67 KDa), transportador de aminoácido excitatório (EAAC/EAAT3) abundantes 
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no encéfalo (nos astrócitos) e os transportadores de aminoácidos excitatórios EAAT4 e 

EAAT5, encontrados respectivamente nas células de Purkinje e nos neurônios retinianos 

(Parkin et al. 2018; Abg Abd Wahab et al. 2019). Os transportadores de glutamato 

rapidamente o removem do espaço extracelular e tem grande importância na regulação do 

tempo e na concentração desse aminoácido na fenda sináptica. Quando internalizado nos 

astrócitos, o glutamato é rapidamente convertido à glutamina pela glutamina sintetase com 

gasto de ATP. Dessa forma, a glutamina produzida pode ser transportada até o neurônio pré-

sináptico onde é novamente convertida à glutamato que pode ser re-envesiculado para futuras 

sinapses. Esse processo protege as células dos efeitos prejudiciais que o glutamato pode 

causar, quando livre durante muito tempo no citosol ou espaço extracelular (Foo et al. 2012; 

Larsen et al. 2016). 

Em situações patológicas, o comprometimento do funcionamento dos transportadores 

pode levar a elevação e/ou aumento do tempo de permanência do glutamato na fenda, o que 

causa excitotoxicidade glutamatérgica e pode levar a morte celular por apoptose (Olloquequi 

et al. 2018). A excitotoxicidade do glutamato pode gerar superativação dos receptores NMDA 

e aumentar drasticamente a entrada de Ca2+ nas células. Alterações mitocondriais estão 

relacionadas ao influxo excessivo e descontrolado de Ca2+ nas células, o que pode ultrapassar 

a capacidade de estocagem do Ca2+ e causar a liberação do citocromo c e a ativação da cascata 

apoptótica.  Ainda, o aumento dos níveis de sódio intracelular causado pela excitotoxicidade 

pode levar a edema e ruptura celular, ocasionando a liberação de glutamato e outros 

constituintes. A superativação do receptor NMDA pode levar a formação de ERO e prejuízos 

na síntese de glutationa, assim como, prejuízo no controle do estresse oxidativo (Benz et al. 

2004; Marsden 2011). 

O processo excitotóxico do glutamato tem sido relacionado a doenças 

neurodegenerativas como esclerose lateral amiotrófica (ELA), doenças de Alzheimer, 
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Parkinson e Huntington, além de demência e senilidade (Wang e Michaelis 2010; Lewerenz et 

al. 2015; Kim et al. 2016; Olloquequi et al. 2018; Abg Abd Wahab et al. 2019). Foi reportado 

que a HHcy severa causa alterações no sistema glutamatérgico, levando a excitotoxicidade 

(Matté et al. 2010; Machado et al. 2011; Da Cunha et al. 2012). 

 

1.7. Inflamação 

O processo inflamatório é caracterizado por uma resposta do organismo a infecções ou 

danos teciduais. Classicamente, o processo inflamatório é caracterizado por calor, dor, 

vermelhidão, edema, e perda de função da região afetada. Junto a isso, observa-se o aumento 

no número de células do sistema imune como leucócitos, macrófagos e componentes 

humorais como, por exemplo, fatores de necrose tumoral-alfa (TNF-α), e interleucina(IL)-1β, 

IL-6, a anti-inflamatória IL-10, o fator de transformação do crescimento beta (TGF-β) e as 

quimiocinas (Kuprash e Nedospasov 2016; Abdulkhaleq et al. 2018).  

De um modo geral o processo inflamatório se instala e é composto por fases bem 

definidas de início, meio e fim. No entanto, em alguns casos, podem ocorrer alterações nesses 

processos o que leva à inflamação grave e crônica. A cronicidade da inflamação pode causar 

morte celular e lesão da região afetada, sendo reportada em doenças neurodegenerativas, 

psiquiátricas e motoras (Maes et al. 2009; Kuprash e Nedospasov 2016; Meyer et al. 2018).  

A Hcy está envolvida com o aumento de estresse oxidativo e, a partir desse, pode ser 

desencadeada uma cascata de sinalização que pode alterar a liberação/produção das 

citocinas pró- e anti-inflamatórias (de S. Moreira et al. 2018). A ativação microglial está 

relacionada ao comprometimento comportamental (Stein et al. 2017). 

A HHcy leve crônica aumenta os níveis das citocinas pró-inflamatórias TNF-α, IL-1β, 

e IL-6, assim como no soro, hipocampo, córtex cerebral total e músculo cardíaco de ratos 

hiper-homocisteinêmicos (Scherer et al. 2014). O aumento do fator nuclear-kappa beta (NF-
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κB), pela Hcy, foi relacionado ao aumento de níveis de TNF-α e IL-1β em culturas de 

astrócitos corticais de ratos adultos (Longoni et al. 2017). Nesse sentido, o TGF-β, o NF-κB 

e o Nrf-2 apresentam importantes papéis na regulação da disfunção celular relacionada ao 

estresse oxidativo e a inflamação (El Assar et al. 2013), regulando a liberação de citocinas e 

inflamação (NF-κB) (El Assar et al. 2013) e a proliferação e morte celular (TGF-β), que são 

essenciais para a sobrevivência celular e estão ligadas à senescência celular, câncer e 

doenças relacionadas à idade (Tominaga e Suzuki 2019). 

 

1.8. Sistema colinérgico 

A acetilcolinesterase (AChE ou acetilcolina hidrolase, E.C. 3.1.1.7) é um enzima com 

aproximadamente 80 kDa que hidrolisa o neurotransmissor acetilcolina (ACh) em colina e 

ésteres de colina. A ACh tem grande importância nas sinapses excitatórias, que são 

amplamente relacionadas à transmissão nervosa, aprendizado, memória e contração muscular 

(Giovannini et al. 2005; Carageorgiou et al. 2008). A AChE hidrolisa a ACh na fenda 

sináptica (Lecomte et al. 2014) e alteração na sua atividade tem sido relacionada a processos 

de neuroinflamação e déficit cognitivo em diversos modelos animais (Darvesh et al. 2007; 

Tagliari et al. 2011; Pohanka 2014; Campanari et al. 2016). 

O reflexo colinérgico anti-inflamatório, mediado pela atividade da AChE, tem sido 

associado a resposta ao processo inflamatório gerado pela liberação de citocinas pró-

inflamatórias (Bhandari 2018). Nesse contexto, a HHcy leve crônica foi relacionada ao 

aumento da atividade da AChE no hipocampo e no córtex total de ratos (Scherer et al. 2014). 

Ainda, a HHcy leve crônica induziu alterações microscópicas mitocondriais associadas ao 

estresse oxidativo, inflamação e aumento da AChE no córtex total de ratos que foram, em 

parte, protegidas pela terapia com ácido acetilsalicílico (de S. Moreira et al. 2018). 
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1.9. Memória, Emoções e Motoricidade 

Alterações em estruturas cerebrais como amígdala, córtex pré-frontal e total, estriado e 

cerebelo, assim como comprometimento ou alterações das projeções neurais de uma estrutura 

em outra são relacionados ao desenvolvimento e a progressão de várias doenças do SNC. Da 

mesma forma, essas alterações foram relacionadas a problemas de cognição e memória, e 

alterações comportamentais em modelos animais (Setnik et al. 2004; Vianna et al. 2004; 

Matte et al. 2009; McEwen et al. 2012; Marek et al. 2013; Johnson et al. 2018; Steinberg et al. 

2020). 

Os processos relacionados à memória, emoções e motricidade são complexos e 

diversos. Dentre eles, as sinapses químicas, nesse trabalho representado pelo glutamato e 

acetilcolina, apresentam um importante papel na manutenção da transmissão da informação 

celular e nos processos de aquisição, consolidação e evocação das memórias que estão 

relacionadas aos processos emocionais e motores (Eichenbaum 2016; Izquierdo et al. 2016). 

Além disso, o funcionamento correto de diversas enzimas, como as ATPases, complexos 

mitocondriais e a acetilcolinesterase apresentam grande importância sobre os processos de 

memória e comportamento (da Silva Fiorin et al. 2016; Vanzella et al. 2017).  A presença do 

estresse oxidativo e de mediadores inflamatórios são reportados para comprometer a memória 

e o comportamento emocional de roedores (Patki et al. 2013).  Contudo, o SNC apresenta 

uma grande capacidade adaptativa às alterações na homeostase celular, que está relacionada 

tanto com resposta a lesões que geram dano celular como com as alterações características 

dos processos de aprendizagem e memória (Desmedt et al. 2015).  

Avaliar o efeito de substâncias em tarefas específicas pode auxiliar a traçar um 

panorama destas alterações e as suas possíveis relações entre elas e o comportamento 
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emocional e motor. Diversos testes comportamentais podem ser utilizados para avaliar a 

presença de comportamento semelhante à ansiedade/depressão e motricidade em roedores.  

Dentre os principais testes emocionais para avaliar o comportamento semelhante ao 

ansioso em roedores temos o teste do labirinto em cruz elevado (Pellow et al. 1985; Walf e 

Frye 2007; Bailey e Crawley 2009; Arteni et al. 2010)(Walf and Frye 2007)(Walf and Frye 

2007), o teste de exploração claro-escuro (Bailey e Crawley 2009) e o teste de exploração do 

campo aberto (Bailey e Crawley 2009; Arteni et al. 2010), que usam a capacidade inata dos 

roedores de explorar ambientes para mensurar o comportamento semelhante ao ansioso nos 

animais por preferência e exploração de determinados locais dos aparatos dos testes. 

Dentre os testes para avaliar o comportamento semelhante ao depressivo em roedores, 

podemos citar o teste da preferência pela sacarose (Nielsen et al. 2000; Grigor’yan e 

Gulyaeva 2017; Liu et al. 2017) e o da natação forçada (Porsolt et al. 1977; Grigor’yan e 

Gulyaeva 2017), que são amplamente utilizados para avaliar anedonia em roedores. 

A avaliação da motricidade pode ser realizada através de testes como o da caminhada 

sobre a escada horizontal e trave de equilíbrio que avaliam a coordenação motora fina (Carter 

et al. 2001; Pazaiti et al. 2008), teste de exploração do campo-aberto que avalia locomoção e 

exploração (Bailey e Crawley 2009; Arteni et al. 2010), teste da suspensão e deslocamento 

que avalia força e deslocamento (Bona et al. 1997; Pazaiti et al. 2008) e teste do pole vertical 

que avalia bradicinesia (Tanriover et al. 2010; Song et al. 2018). Esses testes são baseados na 

capacidade dos animais desenvolverem e completarem tarefas exploratórias e motoras.  

A HHcy severa está diretamente relacionada a problemas vasculares e circulatório e 

esses problemas podem comprometer a homeostase de estruturas envolvidas na elaboração do 

movimento, o que pode levar a doenças motoras. Camundongos nocaute para o gene da CβS 

apresentaram prejuízos bioenergéticos e epigenéticos no músculo esquelético (Veeranki e 
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Tyagi 2015; Veeranki et al. 2015). Anteriormente, nosso grupo de pesquisa reportou 

alterações redox em músculo cardíaco e aorta de ratos submetidos à HHcy leve (Scherer 

2014). Além disso, existe uma relação entre doenças neurodegenerativas como Alzheimer, 

Parkinson e ELA e o comprometimento da motricidade (Krieger et al. 2016; Gellersen et al. 

2017; Abg Abd Wahab et al. 2019).  
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2. JUSTIFICATIVA E HIPÓTESE 

O aumento nos níveis séricos de Hcy está relacionado a danos cerebrais e vasculares, 

sendo considerado um fator de risco para o desenvolvimento de doenças neurodegenerativas, 

psiquiátricas e outras. Com isso, a nossa hipótese é que a HHcy leve crônica compromete 

metabolicamente estruturas cerebrais importantes que estão relacionadas ao desenvolvimento 

de doenças que afetam o SNC, o que pode estar associado ao fator de risco para o 

desenvolvimento de tais doenças na população, como as psiquiátricas e motoras. 

 

 

3. OBJETIVO GERAL 

O objetivo geral da tese foi avaliar as possíveis alterações causadas pela HHcy leve 

crônica sobre o comportamento emocional semelhante à ansiedade/depressão e a motricidade 

de ratos Wistar, bem como fazer uma triagem bioquímico-molecular das possíveis alterações 

causadas na amígdala, no córtex pré-frontal, no estriado e no cerebelo de ratos submetidos ao 

modelo de HHcy leve crônica quimicamente induzida.  

 

 

3.1. Objetivos específicos 

Os objetivos específicos da tese estão subdivididos em três capítulos e são 

apresentados na forma de artigos científicos, como segue: 

 

3.1.1. Objetivos específicos 1 – Capítulo 1 

Avaliar os efeitos da HHcy leve quimicamente induzida sobre parâmetros bioquímicos 

em amígdala e córtex pré-frontal de ratos: 
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a) Parâmetros de metabolismo energético tais como: atividade das enzimas da cadeia 

respiratória [succinato desidrogenase (SDH), complexo II e citocromo c oxidase] e 

níveis de ATP; 

b) Parâmetros de estresse oxidativo tais como: oxidação da 2,7´-diclorofluorisceina 

(DCFH), níveis de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), níveis de 

nitritos, conteúdo de tióis totais, níveis de glutationa reduzida (GSH) e a atividade das 

enzimas antioxidantes [superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa 

peroxidase (GPx)]; 

c) Dano ao DNA; 

d) O conteúdo proteico citosólico e nuclear do Nrf-2; 

 

3.1.2. Objetivos específicos 2 – Capítulo 2 

Avaliar os efeitos da HHcy leve quimicamente induzida sobre o comportamento 

emocional e parâmetros bioquímicos em amígdala e córtex-pré-frontal de ratos: 

a) Comportamento ansioso através dos testes do labirinto em cruz elevada, exploração 

claro-escuro e exploração no campo aberto; 

b) Comportamento depressivo através dos testes de preferência pela sacarose e nado 

forçado, além de avaliar o ganho de peso corporal e a relação peso adrenal/peso 

corpóreo, assim como a relação de outras estruturas/órgãos; 

c) Atividade das ATPases (Na+, K+-ATPase e Mg2+-ATPase);  

d) Captação de glutamato e atividade da glutamina sintetase; 

e) Conteúdo proteico total de subunidades catalíticas α1 e α3 e regulatória β1  da Na+, 

K+-ATPase e transportadores de glutamato GLAST e GLT-1; 
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f) Efeito ex vivo do bloqueio do receptor NMDA sobre as possíveis alterações causadas 

na atividade das ATPases e em parâmetros de estresse oxidativo em fatias de amígdala 

e córtex pré-frontal. 

 

3.1.3. Objetivos específicos 3 – Capítulo 3 

Avaliar os efeitos da HHcy leve quimicamente induzida sobre motricidade e 

parâmetros bioquímicos/moleculares em estriado e cerebelo de ratos: 

a) Motricidade pelos testes da escada horizontal, da trave de equilíbrio, da exploração de 

campo aberto, da suspensão e força e do pole vertical; 

b) Parâmetros de estresse oxidativo tais como: oxidação da DCFH, níveis de TBARS, 

níveis de nitritos, conteúdo de tióis totais, níveis de GSH e a atividade das enzimas 

antioxidantes SOD, CAT e GPx; 

c) Parâmetros de metabolismo energético tais como: atividade das enzimas da cadeia 

respiratória [succinato desidrogenase (SDH):complexo II e complexo IV]; 

d) A atividade das enzimas AChE;  

e) Expressão gênica de citocinas pró-inflamatórias TNF-α, IL-1β e IL-6, anti-

inflamatória IL-10 e TGF-β; 

f) Conteúdo proteico total de AChE, Nrf-2, NF-KB, pNF-KB e caspase 3 clivada; 
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4. METODOLOGIA E RESULTADOS 

A metodologia e os resultados são apresentados na forma de 3 capítulos. Os capítulos 

1, 2 e 3 são apresentados na forma de artigos científicos, os quais apresentam como base o 

mesmo modelo experimental de hiper-homocisteinemia leve crônica, previamente 

desenvolvido por Scherer e colaboradores (2011), abaixo descrito. Os artigos científicos 

foram publicados e/ou submetidos à publicação em revistas internacionais de fator de impacto 

A (Qualificadas pelo Qualis CAPES). 

 

4.1. Indução do modelo de Hiper-homocisteinemia leve crônica 

Os ratos foram randomizados por peso em dois grupos experimentais aos 29 dias de 

vida pós-uterina e submetidos ao modelo de HHcy leve crônica a partir dos 30 dias de vida 

pós-uterina. O tratamento eleva os níveis plasmáticos de Hcy, nos roedores, semelhante aos 

encontrados em pacientes com HHcy leve crônica (30 μM) (Scherer et al. 2011). Os ratos 

foram submetidos a uma administração subcutânea de Hcy (0,03 μmol/g de peso corporal) ou 

igual volume de cloreto de sódio 0,9% (controles, 0,5mL/100g de peso corporal), duas vezes 

ao dia do 30° ao 60° dias de vida. Aos 61 dias de vida, os animais foram submetidos aos 

testes emocionais/motores ou então à eutanásia para obtenção das estruturas cerebrais de 

interesse. Cada capítulo da tese apresenta o delineamento utilizado para aqueles experimentos. 

 

O número total de animais utilizado no trabalho foi inferior ao aprovado pelo comitê 

de Ética da UFRGS. O projeto utilizou um total de 183 animais. O projeto inicial para a 

realização da tese foi aprovado pelos comitês de Ética em uso de animais do departamento de 

Bioquímica (COMPESQ) e da UFRGS (CEUA) sob # 33.301/2017. O ANEXO I mostra a 

carta de aprovação do CEUA/UFRGS. 
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4.2. Capítulo 1: Chronic mild Hyperhomocysteinemia impairs energy 

metabolism, promotes DNA damage and induces a Nrf2 response to oxidative stress in 

rats brain. 

Artigo publicado no periódico Cellular and Molecular Neurobiology. 

Fator de impacto (2019): 3.606, CAPES Qualis A2. 

Web site do jornal: https://www.springer.com/journal/10571 

Autores: Tiago Marcon dos Santos, Cassiana Siebert, Micaela Federizzi de Oliveira, 

Vanusa Manfredini e Angela T. S. Wyse 

 

4.3. Capítulo 2: Mild hyperhomocysteinemia causes anxiety-like behavior and 

brain hyperactivity in rodents: Are ATPase and excitotoxicity by NMDA receptor 

overstimulation involved in this effect? 

Artigo em revisão no periódico Cellular and Molecular Neurobiology. 

Fator de impacto (2019): 3.606, CAPES Qualis A2. 

Web site do jornal: https://www.springer.com/journal/10571 

Autores: Tiago Marcon dos Santos, Cassiana Siebert, Larissa Daniele Bobermin, 

André Quincozes-Santos e Angela T. S. Wyse 

 

4.4. Capítulo 3: Hyperhomocysteinemia alters cytokine gene expression, 

cytochrome c oxidase activity and oxidative stress in striatum and cerebellum of rodents 

Artigo aceito para publicação no periódico Life Science. 

Fator de impacto (2019): 3.647, CAPES Qualis A1. 

Web site do jornal: https://www.journals.elsevier.com/life-sciences 

Autores: Tiago Marcon dos Santos, Osmar Vieira Ramirez Junior, Vinicius Santos 

Alves, Luiz Eduardo Baggio Savio e Angela T. S. Wyse 
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5. DISCUSSÃO GERAL 

 

A HHcy tem sido reportada como um fator agravante de diversas doenças, incluindo  

neurodegeneração e doenças psiquiátricas. Níveis elevados de Hcy estão presentes em muitos 

pacientes diagnosticados com ansiedade, depressão e distúrbios de humor (Moustafa et al. 

2014; Skovierová et al. 2016; Chung et al. 2017; Wan et al. 2018), bem como em doenças 

neurodegenerativas com comprometimento motor, como ELA, esclerose múltipla e doenças 

de Parkinson e Alzheimer (Zoccolella et al. 2008, 2009; Petras et al. 2014; Moustafa et al. 

2015). Embora muitos estudos tenham sido realizados, ainda não se sabe os exatos 

mecanismos bioquímico-moleculares pelos quais a Hcy é considerada um fator de risco para 

essas doenças. 

No artigo 1 buscamos avaliar se a HHcy leve crônica poderia estar afetando o 

metabolismo energético e como isso poderia estar resultando no equilíbrio da homeostase 

redox tanto na amígdala quanto no córtex pré-frontal de ratos. Uma vez que já foi 

demonstrado que a administração crônica de Hcy em níveis leves causa dano oxidativo, 

alterações enzimáticas e comprometimento de estruturas, como hipocampo e córtex total de 

ratos (Scherer et al. 2013; de S. Moreira et al. 2018).  

Nesse contexto, utilizamos a amígdala e o córtex pré-frontal que estão fortemente 

relacionados e intimamente ligados aos circuitos do medo e as doenças psiquiátricas, onde o 

comprometimento dos seus funcionamentos tem sido reportado (Mah et al. 2016). 

Os resultados mostraram que a amígdala e o córtex pré-frontal foram afetados de 

forma estrutura-específica pelo aumento dos níveis de Hcy, e que as respostas apresentadas 

foram específicas para cada estrutura, sendo nessas estruturas observados diferentes graus de 

comprometimento relacionados à HHcy leve crônica. A amígdala parece ser mais suscetível 

ao aumento de Hcy e parece apresentar uma resposta mais pronunciada a esse acúmulo, o que 



95 
 

 

é evidenciado pelo aumento do conteúdo proteico nuclear do Nrf-2 e pelo aumento das 

atividades das enzimas antioxidantes SOD e GPx, que pode sugerir uma resposta positiva ao 

aumento das espécies reativas a partir da auto-oxidação da Hcy durante a indução do modelo 

de HHcy leve crônica. Por outro lado, a avaliação do córtex pré-frontal não apontou tal 

regulação, contudo, não é possível descartar que tal resposta tenha ocorrido no córtex pré-

frontal, uma vez que, nele foi observado o aumento das atividades enzimáticas da CAT e 

GPx. Apesar destas respostas positivas, que podem indicar uma tentativa para reestabelecer a 

homeostase redox nas estruturas, não houve uma reversão/reparo/proteção, durante o período 

de 30 dias de tratamento, evidenciado pelo dano ao DNA tanto na amígdala quanto no córtex 

pré-frontal. O dano ao DNA pode ser decorrente da inibição da via de metilação, como uma 

tentativa de diminuir os níveis de Hcy ou então pela presença de danos persistentes causados 

pela Hcy que não puderam ser reparados pela maquinaria celular de reparo. 

No artigo 2 procuramos aprofundar nosso estudo sobre os efeitos da HHcy leve 

crônica sobre os comportamentos relacionados a ansiedade e depressão em roedores e 

investigar o envolvimento da amígdala e do córtex pré-frontal nos insultos causados pela Hcy 

sobre as atividades das ATPases cerebrais (Na
+
, K

+
-ATPase e Mg

2+
-ATPase), homeostase 

glutamatérgica e o efeito ex vivo da Hcy sobre o receptor NMDA do glutamato. 

Foi observado que a administração de Hcy, duas vezes ao dia, durante 30 dias, induziu 

comportamento semelhante à ansiedade nos roedores, sem, no entanto, alterar o 

comportamento semelhante à depressão. Os animais do grupo Hcy apresentaram alterações 

em diversos parâmetros relacionados à ansiedade, como menor tempo e número de entradas 

nos braços abertos do labirinto em cruz elevada, maior tempo de permanência no 

compartimento escuro e menor número de cruzamentos para o compartimento claro no teste 

de exploração claro-escuro, assim como uma tendência em diminuir o tempo de exploração da 

área central e a distância percorrida no aparato do teste de exploração no campo aberto. 
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Nestes testes, foi observado que o tratamento com Hcy aumentou o número de bolos fecais, 

indicando uma maior atividade parassimpática nos animais. O aumento da ansiedade e do 

número de bolos fecais pode estar relacionado com o aumento do comportamento de medo, 

luta e fuga (McEwen et al. 2012; Yilmazer-hanke et al. 2016). Foi sugerido que a ansiedade 

está ligada ao fortalecimento aberrante dos circuitos do medo e que esse fortalecimento possa 

bloquear as tentativas das redes neurais para inibir o medo regulando suas respostas ao medo 

(Belleau et al. 2018). Uma das teorias para a ação do circuito córtex pré-frontal 

medial(nCPF)-amígdala na extinção do medo em resposta à estímulos condicionados, em 

condições normais, é a ativação do córtex pré-frontal medial inibindo a produção das 

respostas amígdalares. Essa sobreposição de ação do mCPF leva a um menor tempo de 

congelamento. Porém, em situações de estresse a ação inibitória do mCPF sobre a amígdala 

fica prejudicada/diminuída e a amígdala domina o comportamento levando a uma resposta de 

congelamento maior, o que demonstra comprometimento do processo de extinção da memória 

a estímulos condicionados (Akirav e Maroun 2007).  

Isso poderia explicar, ao menos em parte, porque os animais submetidos ao modelo de 

HHcy leve crônica apresentam maior tempo de imobilidade ou maior tempo para iniciar 

algumas tarefas, em uma primeira exposição a determinados aparatos. A alteração emocional 

pode ser relatada a alterações no condicionamento clássico ou pavloviano. As respostas não 

condicionadas e condicionadas ao medo consistem em mudanças nos níveis subjetivo, 

comportamental e fisiológico e incluem (em humanos) medo subjetivo aumentado e respostas 

como congelamento, mudanças na frequência cardíaca e condutância da pele, liberação de 

hormônios do estresse, sensibilidade à dor reduzida e potenciação do reflexo de sobressalto. O 

medo pode ser visto como uma reação específica a estímulos ameaçadores. Pode se 

transformar em um transtorno de ansiedade quando se torna desproporcional ao estímulo que 

o gera ou quando o medo é experimentado em situações inadequadas (Steinberg et al. 2020). 
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Esse comportamento pode ter sido gerado por mudanças no circuito do medo, gerando um 

medo incondicionado, que pode contribuir para prejuízos na aprendizagem e na memória. No 

entanto, essa observação deve ser melhor avaliada. 

A avaliação da atividade das ATPases revelou aumento destas de forma estrutura-

específica, estando a Na
+
, K

+
-ATPase aumentada na amígdala e a Mg

2+
-ATPase aumentada 

no córtex pré-frontal. O aumento da atividade da Na
+
, K

+
-ATPase tem sido relacionado a 

hiperexcitabilidade na amígdala, e este aumento foi relatado para ratos submetidos a tarefa de 

medo condicionado (Diehl et al., 2014). A regulação positiva da atividade da Mg
2+

-ATPase 

pode sugerir uma tentativa de o córtex pré-frontal estar controlando os impulsos gerados pela 

amígdala. Contudo, a função da Mg
2+

-ATPase nessas condições merece maiores estudos e 

atenção, uma vez que já foi demonstrado que tais animais podem apresentar prejuízos de 

memória (Lalonde et al. 2008; Wyse et al. 2020; Yakovleva et al. 2020) e que os níveis de 

Hcy tem sido relatados para estarem aumentados em doenças neurodegenerativas como 

Alzheimer e Parkinson, assim como na demência (Arnaiz e Ordieres 2014; Shirafuji et al. 

2018). 

Ainda, a fim de traçar um panorama sobre os efeitos da HHcy leve crônica sobre estas 

duas estruturas e o comportamento observado no artigo 2 avaliamos os efeitos da HHcy leve 

crônica sobre a captação de glutamato e sobre o imunoconteúdo dos seus receptores, assim 

como o imunoconteúdo das subunidades catalíticas (α1 e α3) e regulatória (β1) da Na
+
, K

+
-

ATPase. O sistema glutamatérgico é o mais importante sistema excitatório cerebral e 

alterações na captação de glutamato podem levar a um maior tempo do glutamato na fenda 

sináptica, podendo induzir toxicidade glutamatérgica, a qual pode levar a morte neuronal 

(Olloquequi et al. 2018; Kumagai et al. 2019). Por ser a enzima responsável por reestabelecer 

o potencial de membrana e assim manter a excitabilidade neuronal normal após a transmissão 

sináptica, a Na
+
, K

+
-ATPase tem seu funcionamento diretamente relacionado à homeostase 
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cerebral, e está fortemente ligada a captação do glutamato da fenda sináptica após as sinapses 

(Kinoshita et al. 2016). No nosso estudo, observamos que somente a atividade da glutamina 

sintetase estava aumentada na amígdala e no córtex pré-frontal dos ratos. Os transportadores 

de glutamato e a recaptação de glutamato, assim como as subunidades catalíticas e regulatória 

da Na
+
, K

+
-ATPase estavam normais, em comparação aos controles. Não configuramos 

diretamente a excitotoxicidade relatada para a Hcy sobre o sistema glutamatérgico, no 

entanto, o experimento ex vivo mostrou que o antagonismo do receptor NMDA do glutamato 

parece proteger ao menos em parte dos danos deletérios oxidativos na amígdala, sem, no 

entanto evitar as alterações observadas nas ATPases na amígdala. Por outro lado, o 

antagonismo do receptor NMDA no córtex pré-frontal foi capaz de proteger tanto as 

alterações oxidativas como as alterações causadas nas atividades das ATPases (Na
+
, K

+
-

ATPase e Mg
2+

-ATPase). Com isso, demonstramos que o aumento dos níveis de Hcy causa 

alterações estrutura-específicas na amígdala e no córtex pré-frontal, que culminam em 

desbalanço redox e glutamatérgico que podem estar relacionados às alterações nas atividades 

das ATPases e ao comportamento semelhante a ansiedade observado nos animais. Ainda, 

essas alterações específicas em cada estrutura sugerem que pode estar ocorrendo o remanejo e 

a readequação das estruturas para tentar compensar ou reverter os efeitos sobre o emocional 

dos animais. Demonstramos anteriormente que, a HHcy leve crônica reduz o número de 

entradas nos braços e a exploração do labirinto em cruz elevada, sem no entanto, alterar o 

tempo de permanência nos braços do labirinto 12h após a última injeção de Hcy, quando os 

níveis plasmáticos de Hcy retornam aos níveis basais (Wyse et al. 2020).  

O antagonismo de NMDAR mostrou uma resposta estrutura-específica aos insultos 

causados pela Hcy. O glutamato induz uma redução rápida e dramática dos níveis de ATP nos 

neurônios, principalmente devido ao consumo elevado mediado pela atividade NMDAR e 

aumento da atividade Na
+
, K

+
-ATPase, que é sugerida como a principal consumidora de 
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energia durante a estimulação glutamatérgica (Foo et al. 2012). A estimulação NMDAR por 

óxido nítrico tem sido reportada para aumentar a atividade de Na
+
, K

+
-ATPase (Lavinsky et 

al. 2003). Com o artigo 1 mostramos que os níveis de óxido nítrico estão aumentados e os 

níveis de ATP estão diminuídos na amígdala dos ratos. O glutamato através da sintase de 

óxido nítrico (NOS), cGMP e PKG, estimula as subunidades Na
+
, K

+
-ATPase α2 e α 3 do 

cérebro, com a cascata NMDAR glutamatérgica capaz de conduzir uma resposta adaptativa 

neuroprotetora a estímulos inflamatórios e insultos celulares (Kinoshita et al. 2016). 

No artigo 3 avaliamos os efeitos da HHcy leve crônica sobre a motricidade e as 

possíveis alterações bioquímicas e moleculares sobre o metabolismo energético,  homeostase 

redox, atividade e imunoconteúdo da AChE, expressão gênica de citocinas pró- e anti-

inflamatórias e o imunoconteúdo de proteínas relacionadas aos processos oxidativos e 

inflamatórios e caspase 3 clivada em estriado e cerebelo de ratos. A manutenção da 

homeostase colinérgica é importante para diversas funções tanto cerebrais quanto motoras. A 

desregulação do sistema colinérgico pode levar a alterações cognitivas, de memória, motoras 

e neurodegeneração (Campanari et al. 2016; Bhandari 2018). Associado a isso, o aumento de 

citocinas pode indicar processo inflamatório que pode causar a perturbação da homeostase 

celular culminando em morte celular (Missiroli et al. 2018). O estriado e o cerebelo são 

estruturas cerebrais com ampla função, estando envolvidos nos mais diferentes processos, 

sejam cognitivos ou motores (Whishaw e Kolb 2005; Taylor e Ivry 2014; Saradjian 2015; 

Haber 2016; Barthas e Kwan 2017) e o seu comprometimento tem sido relacionado à 

neurodegeneração em pacientes com diagnóstico das doenças de Alzheimer, Parkinson e ELA 

(Looi e Walterfang 2013; Gellersen et al. 2017; Mormina et al. 2017; Abg Abd Wahab et al. 

2019).  

Neste estudo, a avaliação motora foi realizada pelos testes da escada horizontal e trave 

de equilíbrio que avaliam coordenação motora fina, teste de campo aberto que avalia a 
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locomoção e exploração, teste da suspensão que avalia tração e força, e pelo teste do pole 

vertical que avalia bradicinesia. O tratamento com Hcy não alterou quaisquer dos testes 

motores mencionados, no entanto, os animais do grupo Hcy apresentaram maior tempo para 

completar algumas tarefas, como por exemplo, um maior tempo de travessia no teste da trave 

de equilíbrio. O aumento do tempo de travessia nesse teste pode estar relacionado ao medo 

aumentado, uma vez que o teste é realizado em aparato com uma distância considerável do 

chão e pode indicar perigo ao animal (Carter et al. 2001; Tung et al. 2014).  

Com relação aos parâmetros bioquímicos e moleculares avaliados em estriado e 

cerebelo, observamos que semelhante à amígdala e ao córtex pré-frontal, os animais 

apresentaram alterações e variações específicas em cada estrutura que podem estar 

relacionadas à manutenção da motricidade, e ao não comprometimento da coordenação 

motora fina e ou a qualquer dos parâmetros avaliados, como tração, força e bradicinesia. É 

importante salientar que o tempo de tratamento dos animais nesse modelo de HHcy leve 

crônica é de 30 dias. É possível que um período maior de tratamento possa causar alterações 

irreversíveis que comprometam a função motora dos animais. Com tudo, isso deve ser mais 

bem avaliado em estudos futuros. Nosso estudo demonstrou que a HHcy leve crônica, no 

estriado, aumentou os níveis de ERO, alterou a atividade das enzimas antioxidantes GPx e 

CAT, comprometeu a atividade da citocromo c oxidase da cadeia transportadora de elétrons, 

aumentou a atividade da AChE e diminuiu o seu imunoconteúdo, assim como reduziu a 

expressão gênica do TNF-α e aumentou a expressão gênica da IL-1β. No cerebelo, por sua 

vez, a HHcy leve crônica aumentou as ERO, aumentou a peroxidação lipídica, alterou o 

conteúdo de GSH e a relação das enzimas antioxidantes SOD/CAT, assim como reduziu as 

atividades do citocromo c oxidase e da AChE, além de reduzir o imunoconteúdo da AChE e 

aumentar a expressão gênica TNF-α, IL-1β, IL-10 e TGF-β. Contudo não foram observadas 
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alterações significativas nos imunoconteúdos do Nrf-2, NF-κB, fosfo-NF-κB e da caspase 3 

clivada.  

O aumento da produção de ERO (avaliado pelo aumento do DCF), e as alterações 

enzimáticas antioxidantes podem estar relacionados ao comprometimento da citocromo c 

oxidase (complexo IV da cadeia respiratória) e a expressão gênica das citocinas inflamatórias 

aumentadas observadas em cada estrutura. Essas alterações podem estar relacionadas ao 

aumento de danos celulares, mensurados pelo TBARS e pela redução do conteúdo de GSH 

nas estruturas. As alterações nas enzimas antioxidantes podem mensurar adaptações às 

produções de ERO/ERN, e as alterações no perfil redox podem conduzir a dano lipídico e 

proteico, comprometendo essas funções (Halliwell 2012; Schweinberger et al. 2014; Cobley 

et al. 2018). 

A diminuição da expressão genica do TNF-α e o aumento da expressão gênica da IL-

1β no estriado e o aumento da expressão gênica do TNF-α, IL-1β, IL-10 e TGF-β no 

cerebelo corroboram com as alterações de citocinas pela Hcy previamente descritas no soro, 

hipocampo e córtex total (Scherer et al. 2014). Nesse sentido, a regulação do Nrf-2 poderia 

estar ajudando no controle da resposta inflamatória (Holmström et al. 2017), pois foi 

demonstrado que a deficiência do Nrf-2 leva a um perfil inflamatório aumentado marcado 

por aumento de marcadores de ativação microglial clássicos, como COX-2, iNOS, IL-6, 

TNF-α, assim como a diminuição de Fizz-1, YM-1 e arginase-4 em áreas importantes 

relacionadas ao metabolismo da dopamina no estriado e no mesencéfalo ventral (Rojo et al. 

2010). É relatado que o Nrf-2 e o NF-κB apresentam um mecanismo de cross-talk no 

citosol. A proteína Keap 1, que é liberada do Nrf-2 no citosol, é um regulador negativo do 

NF-κB (Tonelli et al. 2017). Sendo assim, o sistema Nrf-2 funcional é importante para 

regular a resposta inflamatória. Curiosamente, as abundâncias da proteína Nrf-2 total, p-NF-

κB total, p65 NF-κB total e caspase-3 clivada não foram significativamente alteradas pela 
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HHcy nem no estriado e nem no cerebelo dos ratos, embora, tenha ocorrido um aumento das 

expressões gênicas de citocinas inflamatórias. O impacto negativo da superprodução de 

mediadores pró-inflamatórios pode gerar dano celular, levando a perda de função celular e 

contribuindo para o surgimento de distúrbios cerebrais (Stein et al. 2017). 

O processo inflamatório é composto por diferentes etapas, uma fase aguda 

transitória, uma subfase aguda retardada – relacionada à infiltração celular, e uma fase 

proliferativa crônica – marcada por destruição tecidual e fibrose. A fase crônica está 

relacionada a liberação de citocinas que medeiam tanto a resposta humoral quanto a celular, 

como aumento das expressões de IL-10, TGF-β e TNF-α e –β (Feghali e Wright 1997; Urao 

and Koh 2016; Abdulkhaleq et al. 2018). No nosso estudo, o estriado e o cerebelo 

apresentaram diferentes estágios de liberação de citocinas, o que pode indicar que elas estão 

passando por estágios inflamatórios diferentes. O aumento da Hcy foi relacionado ao 

aumento dos níveis de IL-1β, IL-6, TNF-α e TGF-β1 e a expressão de mRNA de TGF-β1 na 

fibrose intestinal em ratos (Ding et al. 2015). A rápida dinâmica entre o TGF-α e TGF-β1 

foi relatado como sendo sustentado por níveis elevados de TNF-α e HHcy no processo 

cirrótico em ratos (Tian et al. 2016). Além disso, a dieta hiper-metionineimica foi reportada 

para aumentar os níveis plasmáticos de Hcy e aumentar os níveis de IL-16, IL-17A, 

reduzindo os níveis de IL-10 e TGF-β no sangue e cérebro de ratos espontaneamente 

hipertensos (Zhang et al. 2019). Outro estudo demonstrou que o tratamento com 

hidrogenossulfito atenuou os efeitos do TGF-β1 e do NF-κB ativado na obstrução uretral 

induzida, mostrando a importância da via de transulfuração da Hcy na fibrose renal (Jung et 

al. 2013). A avaliação de outros mediadores inflamatórios celulares e humorais, frações 

nucleares e citosólicas dessas abundâncias proteicas e/ou iNOS, COX-2, GSK-3B e 

arginase-1 pode fornecer um melhor cenário dos efeitos da HHcy no processo inflamatório e 

na fibrose por ele originada. O aumento dos níveis de TNF-α e TGF-β no líquido 
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cefalorraquidiano foi reportado para agravar o processo degenerativo na demência vascular. 

Além disso, na demência vascular foi observada a diminuição da AChE no líquido 

cefalorraquidiano demonstrando prejuízos colinérgicos (Román 2004). 

A ACh liberada nas fibras pré-ganglionares dos sistemas nervoso simpático e 

parassimpático (Quick et al. 2014) é fundamental para o funcionamento cognitivo, 

armazenamento de memória e recuperação (Darvesh et al. 2007; Saldanha 2017). A doença de 

Alzheimer está relacionada a anormalidades nos sistemas neurotransmissores colinérgicos, 

serotonérgicos, noradrenérgicos e glutamatérgicos (Crow et al. 1984; Pohanka 2014; Abg 

Abd Wahab et al. 2019). Pacientes com doença de Alzheimer perdem neurônios que secretam 

ACh, prejudicando o sistema colinérgico. No nosso estudo, observamos que a atividade da 

AChE foi aumentada no estriado e diminuída no cerebelo dos ratos pelo tratamento com Hcy. 

Além disso, o imunoconteúdo da AChE foi reduzido em ambas as estruturas. O aumento da 

atividade da AChE pode prejudicar a neurotransmissão colinérgica, reduzindo o tempo de 

ação da ACh na fenda sináptica. Por outro lado, a diminuição da atividade da AChE pode 

prejudicar a neurotransmissão colinérgica por aumentar a estimulação sináptica pela ACh, que 

pode levar a dessensibilização neuronal e ao comprometimento da neurotransmissão (Rasool 

et al. 1983; Campanari et al. 2016). A ACh tem um importante papel na modulação da 

resposta inflamatória relacionada à via anti-inflamatória colinérgica, que pode restaurar a 

homeostase celular (Pohanka 2014). Essas alterações podem estar associadas a uma resposta 

compensatória que poderia proteger as deficiências motoras. No entanto, com o tempo, se eles 

não forem normalizados, a função motora pode ser prejudicada.  

O aumento do número de bolos fecais, também observado em alguns testes ansiosos, 

pode estar relacionado a alterações no sistema colinérgico. Os efeitos colinérgicos 

gastrointestinais estão relacionados aos efeitos da ACh em receptores colinérgicos, isso 

conduz ao peristaltismo e facilita a movimentação das fezes por meio do aumento do tônus 
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gastrointestinal e da contratilidade do músculo liso, relaxamento dos esfíncteres e liberando 

secreções gastrointestinais (Pohanka 2014). 

Embora algumas alterações bioquímicas tenham sido observadas no estriado e 

cerebelo de ratos hiper-homocisteinêmicos não houve comprometimento da motricidade, 

contudo, os animais se mostraram temerosos para explorar os aparatos, podendo essas 

alterações ser tarefa-específica. A coordenação motora fina, a atividade locomotora e a força 

muscular dos membros anteriores e posteriores não foram alteradas pelo tratamento de 30 dias 

com Hcy. Esses achados devem ser mais bem estudados para compreender os reais efeitos do 

tratamento prolongado com Hcy na função motora. A HHcy pré-natal foi relatada para induzir 

estresse oxidativo e acelera o 'envelhecimento' das sinapses neuromusculares de mamíferos 

(Khuzakhmetova et al. 2019), prejudicando o comportamento semelhante à ansiedade, 

motricidade e cognição em ratos. Além disso, foi reportado que as respostas à HHcy variam 

com base em como ela foi alcançada e por quanto tempo ela durou. Uma meta-análise relatou 

que os efeitos neurotóxicos dos níveis de Hcy contribuem para o desequilíbrio da 

neurotransmissão nos circuitos motores e estão relacionados ao risco aumentado de lesões 

vasculares e disfunções cognitivas  (Zoccolella et al. 2006). Os níveis elevados de Hcy (0,3-

0,6 μmol/g de peso corporal, Hcy superior a 100 µM) foram reportados para prejudicar a 

homeostase cerebelar e comprometer o desempenho de ratos no teste do rotarod (Koohpeyma 

et al. 2019), além de ter sido relatado a comprometimento da homeostase do músculo 

esquelético de ratos  (Kolling et al. 2013, 2014). A infusão de Hcy na substancia nigra na dose 

de 1,0 μmol, em ratos, foi relatada por inibir a atividade do complexo I, diminuir os níveis de 

dopamina no estriado e causar perda dopaminérgica no mesencéfalo, causando anormalidades 

motoras semelhantes às observadas em modelo experimental da doença de Parkinson 

(Bhattacharjee e Borah 2016). 
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6. CONCLUSÕES 

 

Os resultados da presente tese mostrou que a indução de HHcy leve crônica 

quimicamente induzida em roedores causou as seguintes alterações: 

 Comprometeu a homeostase redox da amígdala, córtex pré-frontal, estriado e 

cerebelo. 

 Aumentou o imunoconteúdo nuclear do Nrf-2 em amígdala, mas não alterou em 

córtex pré-frontal. 

 Aumentou a atividade da SDH e complexo II em amígdala, mas não alterou em 

córtex pré-frontal, estriado e cerebelo. 

 Diminuiu a atividade da citocromo c oxidase em amígdala, estriado e cerebelo, 

mas não alterou em córtex pré-frontal. 

 Diminuiu os níveis de ATP em amígdala, mas não alterou em corte pré-frontal. 

 Aumentou o dano ao DNA em amígdala e córtex pré-frontal. 

 Aumentou a atividade da Na
+
, K

+
-ATPase na amígdala, mas não alterou em 

córtex pré-frontal. 

 Não alterou o imunoconteúdo das subunidades catalíticas α1 e α3 e regulatória β1 

da Na
+
, K

+
-ATPase em amígdala e córtex pré-frontal. 

 Aumentou a atividade da Mg
2+

-ATPase e glutamina sintetase no córtex pré-

frontal, mas não alterou em amígdala. 

 Aumentou a atividade total das ATPases em amígdala e córtex pré-frontal. 

 Não alterou a captação de glutamato e o imunoconteúdo dos receptores do 

glutamato GLAST e GLT-1 em amígdala e córtex pré-frontal. 
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 O antagonismo do receptor NMDA do glutamato protegeu as alterações na 

atividade da Na
+
, K

+
-ATPase, Mg

2+
-ATPase e ATPases totais no córtex pré-

frontal, mas não na amígdala.  

 O antagonismo do receptor NMDA do glutamato protegeu parcialmente as 

alterações na homeostase redox em amígdala e córtex pré-frontal.  

 Aumentou a atividade da AChE em estriado e diminuiu a atividade da AChE no 

cerebelo. 

 Diminuiu o imunoconteúdo da AChE no estriado e no cerebelo. 

 Não alterou o imunoconteúdo das proteínas Nrf-2, NF-κB, fosfo-NF-κB e da 

caspase 3 clivada em estriado e cerebelo. 

 Diminuiu a expressão gênica de TNF-α e aumentou a expressão gênica de IL-1β 

no estriado, mas não alterou a expressão gênica de IL-6, IL-10 e TGF-β. 

 Aumentou a expressão gênica de TNF-α, IL-1β, IL-10 e TGF-β em cerebelo, 

mas não alterou a expressão gênica de IL-6. 

 Induziu comportamento semelhante à ansiedade, mas não alterou a motricidade. 

Tomados em conjunto esses achados mostram que a HHcy leve crônica está 

comprometendo o comportamento emocional, desregulando a homeostase redox, energética, 

glutamatérgica, colinérgica, e a atividade das ATPases e a expressão gênica de citocinas 

inflamatórias em estruturas cerebrais de maneira estrutura-específica, que podem estar 

favorecendo o desenvolvimento do comportamento semelhante à ansiedade nos roedores. Não 

foram observados danos motores para esse período de tratamento, o que indica que mais 

estudos são necessários para entender os reais efeitos do aumento leve dos níveis de Hcy, com 

relação a tempo-efeito da dose nos roedores sobre o comportamento motor. Essas alterações 

bioquímico-moleculares apontam para um rearranjo na função das estruturas que mantém as 

células funcionais, protegendo algumas funções cerebrais. 
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PERSPECTIVAS 

 

 Avaliar os efeitos da HHCY leve crônica em ratos sobre: 

 Dano muscular;  

 Níveis de HCY e dos demais aminoácidos em encéfalo e tecido muscular;  

 A integridade e a viabilidade celular em encéfalo e tecido muscular; 

 A função mitocondrial (massa e o potencial) em encéfalo e tecido muscular; 

 Outros parâmetros de metabolismo energético tais como: glicólise, ciclo de Krebs, 

dentre outros, em tecido muscular; 

 Morfologia do encéfalo e do tecido muscular; 

 Avaliar os efeitos da HHCY crônica leve em ratas. 
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Figura 1 – Rota da Metionina-Homocisteína. MT – metionina transferase, R-qualquer radical 

a ser metilado, CH3 – grupamento metila, ATP – adenosina trifosfato, ADP – adenosina 

difosfato, AMP – adenosina monofosfato, NADPH – nicotinamida adenina dinucleotídeo 

fosfato reduzido, NADP
+
 – nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato oxidado, B12 – 

vitamina B12, B6 – vitamina B6, B2 – vitamina B2, PPi – pirofosfato inorgânico, Pi – fosfato 

inorgânico, CoA – Coenzima A. ............................................... Erro! Indicador não definido. 

Figura 2 – Fosforilação oxidativa e produção de ATP. ............. Erro! Indicador não definido. 

Figura 3 – Transporte de Na
+
 e K

+
 através da membrana plasmática com consumo de ATP 

pela Na
+
, K

+
-ATPase. ................................................................ Erro! Indicador não definido. 
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