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Resumo 
 

A homocistinúria é uma doença metabólica hereditária causada pela deficiência 
severa na atividade da enzima cistationina β-sintase e é bioquimicamente caracterizada 
pelo acúmulo tecidual de homocisteína e metionina. Retardo mental, deficiência 
cognitiva, isquemia, convulsões e aterosclerose são achados clínicos comuns em 
pacientes homocistinúricos. No entanto, os mecanismos fisiopatológicos da doença são 
pouco conhecidos. 

Modelos animais experimentais de erros inatos do metabolismo são úteis para 
compreender a fisiopatologia dessas doenças em humanos. No nosso laboratório, já 
foram criados alguns modelos animais de algumas doenças metabólicas hereditárias, 
como, por exemplo, fenilcetonúria e hiperprolinemia tipo II. 

A Na+,K+-ATPase é uma enzima fundamental responsável pela manutenção do 
gradiente iônico necessário para a excitabilidade neuronal e consome de 40 a 60% do 
ATP formado no cérebro. Essa enzima é inibida por radicais livres e sua atividade está 
diminuída na isquemia cerebral, epilepsia e em doenças neurodegenerativas como a 
doença de Alzheimer. 

A diminuição de energia cerebral e o estresse oxidativo têm sido associados com 
algumas doenças que afetam o sistema nervoso central, como as doenças de Alzheimer, 
Parkinson e Huntington e isquemia cerebral. Por outro lado, a homocisteína tem sido 
considerada um fator de risco para o aparecimento dessas doenças. 
 No sentido de ampliar o conhecimento das alterações bioquímicas envolvidas na 
gênese da disfunção neurológica característica da homocistinúria, esse trabalho teve 
como principal objetivo desenvolver um modelo químico experimental de 
hiperhomocisteinemia em ratos. Utilizando esse modelo, verificamos a atividade da 
Na+,K+-ATPase e alguns parâmetros de metabolismo energético (produção de CO2, 
captação de glicose, produção de lactato e atividades das enzimas succinato 
desidrogenase e citocromo c oxidase) em hipocampo de ratos. A aprendizagem e a 
memória na tarefa do labirinto aquático de Morris foram avaliadas em ratos submetidos 
ao modelo químico experimental de hiperhomocisteinemia. Nesse trabalho, também 
estudamos o efeito in vitro dos metabólitos acumulados na homocistinúria, homocisteína 
e metionina, sobre a atividade da Na+,K+-ATPase e sobre alguns parâmetros de 
metabolismo energético (produção de CO2, captação de glicose, produção de lactato e 
atividade da enzima citocromo c oxidase). Além disso, o efeito in vitro da homocisteína 
sobre alguns parâmetros de estresse oxidativo (potencial antioxidante total (TRAP), 
substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) e atividades das enzimas 
antioxidantes catalase, superóxido dismutase e glutationa peroxidase) em hipocampo de 
ratos foi investigado.  

O tratamento crônico foi realizado do 6o ao 28o dia de vida, através de 
administrações subcutâneas de homocisteína, duas vezes ao dia, com intervalos de 8 
horas. As doses de homocisteína administradas foram escolhidas com o objetivo de 
induzir concentrações plasmáticas de 0,4 a 0,5 mM, semelhantes àquelas encontradas em 
pacientes homocistinúricos. Através desse tratamento, também foram induzidas 
concentrações elevadas de homocisteína no cérebro de ratos. Os controles receberam 
solução salina em volumes semelhantes. 
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Os resultados mostram que a administração crônica de homocisteína inibiu a 
atividade da Na+,K+-ATPase de membrana plasmática sináptica, a produção de CO2 e a 
captação de glicose, assim como as atividades das enzimas succinato desidrogenase e 
citocromo c oxidase em hipocampo de ratos. Os animas tratados com homocisteína 
também apresentaram diminuição de memória na tarefa do labirinto aquático de Morris. 
Além disso, a homocisteína e a metionina inibiram a atividade da Na+,K+-ATPase de 
hipocampo de ratos in vitro. Estudos cinéticos sobre a inibição da Na+,K+-ATPase, 
causada pela homocisteína, também foram realizados. Os resultados mostraram que a 
homocisteína inibe a enzima de forma não-competitiva com o ATP como substrato. 
Também foi verificado que a incubação de homogeneizados de hipocampo com 
homocisteína diminuiu a atividade da Na+,K+-ATPase e que a incubação simultânea com 
alguns antioxidantes, tais como glutationa, ditiotreitol, cisteína e a enzima antioxidante 
superóxido dismutase preveniram esse efeito. Os metabólitos acumulados na 
homocistinúria também alteraram alguns parâmetros de metabolismo energético cerebral 
(produção de CO2 e lactato, captação de glicose e atividades das enzimas succinato 
desidrogenase e citocromo c oxidase) in vitro. Além disso, verificou-se que a 
homocisteína in vitro diminuiu o TRAP e aumentou a quantidade de TBARS, um 
marcador de lipoperoxidação, mas não alterou as atividades das enzimas antioxidantes 
catalase, superóxido dismutase e glutationa peroxidase. 
 Os achados sugerem que a inibição da atividade da Na+,K+-ATPase, a 
diminuição do metabolismo energético e o aumento do estresse oxidativo podem estar 
relacionados com as disfunções neurológicas características dos pacientes 
homocistinúricos. 
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Abstract 
 

Homocystinuria is an inherited metabolic disease caused by severe deficiency of 
cystathionine β-synthase activity and is biochemically characterized by tissue 
accumulation of homocysteine and methionine. Mental retardation, cognitive deficiency, 
ischemia, seizures and atherosclerosis whose mechanisms are not clearly understood are 
common symptoms in homocystinuric patients. 

Animal experimental models of inborn errors of metabolism are useful to better 
understand the physiopathology of human diseases. We have developed, in our 
laboratory, animal models for some inherited metabolic disorders, such as 
phenylketonuria and hyperprolinemia type II. 

Na+,K+-ATPase is a fundamental enzyme responsible for mantaining the ionic 
gradient necessary for neuronal excitability, which consumes 40-60% of the ATP 
generated in the brain. The enzyme is inhibited by free radicals and its activity is 
decreased in cerebral ischemia, in epilepsy and in various neurodegenerative disorders 
such as Alzheimer´s disease. 

Impairment of brain energy metabolism and oxidative stress were found to be 
associated to some diseases that affect the central nervous system, such as Alzheimer, 
Parkinson and Huntington diseases and brain ischemia. Homocysteine is also 
considered a strong risk factor for the development of these diseases. 

In order to better understand the mechanisms underlying the neurological 
dysfunction characteristic of homocystinuric patients, the main objective in this work 
was to develop a chemically-induced experimental model of hyperhomocysteinemia in 
rats. By using this model, we verified Na+,K+-ATPase activity and some parameters of 
brain energy metabolism (CO2 production, glucose uptake, lactate release and the 
activities of succinate dehydrogenase and cytochrome c oxidase) in hippocampus of rats. 
Learning and memory on Morris water maze task were evaluated in rats subjected to 
chemically-induced experimental model of hyperhomocysteinemia. In this work, we also 
studied the in vitro effect of metabolites accumulating in homocystinuria, homocysteine 
and methionine, on Na+,K+-ATPase activity and some parameters of brain energy 
metabolism (CO2 production, glucose uptake, lactate release and the activity of 
cytochrome c oxidase) in hippocampus of rats. Besides, the in vitro effect of 
homocysteine on some parameters of oxidative (total radical antioxidant potential 
(TRAP), thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and the activities of 
antioxidant enzymes catalase, superoxide dismutase and glutathione peroxidase) in 
hippocampus of rats was investigated. 

Chronic treatment was performed from the 6th to the 28th day of life, by 
subcutaneous administration of Hcy, twice a day, at 8 h intervals. Doses of 
homocysteine administered to the rats were chosen in order to induce plasma levels of 
0.4-0.5 mM, similar to those described in homocystinuric patients. By this treatment, we 
also produced high sustained levels of homocysteine in brain of rats. Control rats 
received saline in the same volumes. 

Our results showed that chronic administration of homocysteine inhibited 
Na+,K+-ATPase activity from synaptic plasma membrane, CO2 production and glucose 
uptake, as well as succinate dehydrogenase and cytochrome c oxidase activities in 
hippocampus of rats. Homocysteine-treated rats also presented impaired performance on 
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Morris water maze task. Besides, homocysteine and methionine inhibited Na+,K+-
ATPase activity from synaptic plasma membrane of rat hippocampus in vitro. Kinetic 
studies on Na+,K+-ATPase activity inhibition by homocysteine were also performed. Our 
results showed that homocysteine inhibits the enzyme in a non-competitive type with 
ATP as substrate. We also verified that incubation of homogenates of hippocampus with 
homocysteine diminished Na+,K+-ATPase activity and that simultaneous incubation with 
some antioxidants such as glutathione, dithiothreitol, cysteine and the antioxidant 
enzyme superoxide dismutase prevented this effect. Both metabolites accumulated in 
homocystinuria also affected brain energy metabolism parameters (CO2 production, 
lactate release, glucose uptake and succinate dehydrogenase and cytochrome c oxidase 
activities) in vitro. Finally, we verified that homocysteine in vitro also diminished TRAP 
and increased TBARS, an index of lipid peroxidation, but did not alter the activities of 
antioxidant enzymes catalase, superoxide dismutase and glutathione peroxidase. 
 Our findings suggest that Na+,K+-ATPase activity inhibition, impairment of 
brain energy metabolism and increased oxidative stress may be related to the 
neurological dysfunction characteristic of homocystinuric patients. 
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Lista de Abreviaturas 
 

AdoHcy – S-adenosil homocisteína 

AdoMet – S-adenosil metionina 

ATP – adenosina trifosfato 
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EIM – erros inatos do metabolismo 

ERO – espécies reativas de oxigênio 

ERN – espécies reativas de nitrogênio 

FADH2 – flavina adenina dinucleotídeo (forma reduzida) 

GABA – ácido γ-aminobutírico 

GPX – glutationa peroxidase 

GR – glutationa redutase 

GSH – glutationa reduzida 

GSSG – glutationa oxidada 
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H+ - próton 
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1. Erros Inatos do Metabolismo 

 

1.1. Histórico 

Em 1908, Archibald Garrod verificou que irmãos, filhos de pais normais e 

consangüíneos, excretavam quantidades elevadas de ácido homogentísico e que essa 

“condição” tinha uma distribuição familiar. Esses casos poderiam ser explicados por 

defeitos hereditários e de herança autossômica recessiva, baseado nas leis de Mendel. A 

partir de suas observações, Garrod desenvolveu o conceito de que algumas doenças 

ocorriam por causa da deficiência de uma enzima responsável por uma rota metabólica. 

A alcaptonúria, por exemplo, acontece por uma deficiência na oxidação do ácido 

homogentísico, um metabólito da tirosina. Além da alcaptonúria, Garrod estudou casos 

de cistinúria, pentosúria e albinismo. 

Em 1945, Beadle desenvolveu a teoria “um gene – uma enzima”, onde um gene 

específico está relacionado à síntese de uma cadeia polipeptídica específica. Assim, um 

defeito genético levaria a um defeito enzimático, esclarecendo a causa dos erros inatos 

do metabolismo (EIM), como, por exemplo, defeitos em genes que codificam as enzimas 

envolvidas em determinadas rotas metabólicas (SCRIVER et al., 2001). 

 

1.2. Conceito 

Os EIM são doenças hereditárias causadas por uma deficiência parcial ou total de 

uma proteína, geralmente uma enzima. A deficiência ou ausência na atividade dessa 

enzima pode causar bloqueio de uma rota metabólica, causando acúmulo tóxico de 

substâncias e/ou falta de produtos essenciais. O bloqueio metabólico pode, ainda, 
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originar outras substâncias tóxicas por rotas metabólicas alternativas (Figura 1.1) 

(SCRIVER et al., 2001). 

 

 

Figura 1.1. Bloqueio de uma rota metabólica. 

Em condições normais, o substrato A é convertido ao produto D através de uma série de reações. Em um 

EIM, a deficiência na atividade da enzima que converte A em B causa um bloqueio metabólico, resultando 

em acúmulo do substrato A, que pode ser metabolizado em uma rota metabólica alternativa e formar 

outros produtos, X e Y. As causas fisiopatológicas dos EIM podem ocorrer pelo acúmulo do substrato A 

ou dos produtos alternativos X e Y (que podem ser tóxicos) e/ou pela ausência dos produtos B, C e D 

(Adaptado de SCRIVER et al., 2001).  

 

1.3. Classificação e freqüência 

Os EIM são divididos de acordo com a área do metabolismo afetada (Tabela 1) 

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

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

Os EIM são doenças raras, de forma individual, mas como grupo apresentam 

uma freqüência relativamente alta, podendo ocorrer 1 caso em aproximadamente cada 

1.000 nascimentos (GIUGLIANI, 1988). Além disso, o desenvolvimento de novas 

técnicas para o diagnóstico dos EIM tem ajudado na descoberta de novas doenças e 

tende a aumentar a sua freqüência, uma vez que mais investigações são realizadas e mais 

casos são diagnosticados. Os EIM de aminoácidos estão entre os mais comuns e pode-se 

citar como exemplo a homocistinúria, onde ocorre acúmulo de dois aminoácidos, 

homocisteína e metionina (SCRIVER et al., 2001). 

 

1.4. Sintomatologia 

Os EIM apresentam manifestações clínicas muito variadas e inespecíficas. A 

variação ocorre por diferenças no grau da deficiência enzimática, área do metabolismo e 

tecido afetados. No entanto, algumas manifestações clínicas ocorrem com mais 

freqüência nos EIM, de modo geral, como deficiências no crescimento, vômitos, 

diarréia, letargia, coma, convulsões, dificuldade alimentar, hipotonia, dificuldades 

respiratórias, apnéia, hepatomegalia, odor anormal na urina ou na pele, anormalidades 
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oculares, atraso no desenvolvimento psicomotor e neurodegeneração progressiva 

(BURTON, 1987). 

 

 

2. Homocisteína 

 

2.1. Metabolismo da homocisteína 

 A homocisteína é formada a partir da metionina, através dos derivados S-adenosil 

(Figura 2.1). A metionina, provinda da dieta ou da degradação de proteínas endógenas, é 

convertida em S-adenosil metionina (AdoMet) em uma reação catalisada pela enzima 

metionina adenosil transferase. A AdoMet é doadora de grupos metila em várias reações 

de transmetilação, formando importantes compostos metilados, como creatinina e DNA 

metilado. Nas reações de transmetilação da AdoMet ocorre a produção de S-adenosil 

homocisteína (AdoHcy), por metiltransferases dependentes de AdoMet. A AdoMet 

também pode sofrer descarboxilação e entrar na rota de síntese de espermina e 

espermidina. O próximo passo é a hidrólise de AdoHcy em adenosina e homocisteína, 

através da enzima adenosil homocisteína hidrolase. A homocisteína pode então ser 

metabolizada pela via da remetilação ou da transsulfuração (FOWLER, 1997; MUDD et 

al., 2001). 

Na primeira via metabólica, a homocisteína é remetilada e forma metionina, 

reação catalisada pela enzima metionina sintase, cujo cofator é a vitamina B12 

(cobalamina). Nessa reação o grupo metila é doado pelo ciclo dos folatos. O ácido fólico 

é convertido em tetrahidrofolato, que é metabolizado a 5,10-metileno-tetrahidrofolato. A 

enzima metileno tetrahidrofolato redutase converte 5,10-metileno-tetrahidrofolato em 5-
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metil tetrahidrofolato, que doa o grupo metila na reação de formação de metionina a 

partir da homocisteína. A homocisteína também pode receber um grupo metila da 

betaína, através da enzima betaína homocisteína metiltransferase, formando dimetil 

glicina (FOWLER, 1997; MUDD et al., 2001). 

O primeiro passo da rota de transsulfuração é a condensação da homocisteína 

com serina pela enzima cistationina β-sintase (CBS, E.C. 4.2.1.22), que usa como 

cofator a vitamina B6 (piridoxal fosfato). Posteriormente, a cistationina forma cisteína e 

α-oxobutirato pela enzima cistationina γ-liase, que utiliza o mesmo cofator da CBS. A 

cisteína pode então participar da formação da glutationa reduzida (GSH), um 

antioxidante não-enzimático muito importante, ou ter o seu átomo de enxofre oxidado 

até a formação de sulfato, através de várias reações. Sabe-se que 70% do enxofre 

administrado ao organismo através da metionina é excretado na forma de sulfato 

inorgânico, mostrando a importância dessa via metabólica em humanos (FOWLER, 

1997; MUDD et al., 2001). 

 

2.2. Controle do metabolismo da homocisteína 

 O metabolismo da homocisteína é regulado por vários fatores, como, por 

exemplo, proteínas e metionina da dieta, hormônios, deficiências nutricionais e idade 

(FOWLER, 1997). Estudos mostram que o controle do metabolismo da homocisteína 

ocorre em três pontos metabólicos: 1) a competição pela metionina para formar AdoMet 

ou para síntese de proteínas, 2) a competição da AdoMet para sofrer transmetilação e 

formar AdoHcy ou sofrer descarboxilação e 3) a disposição da homocisteína para formar 

metionina, cistationina ou AdoHcy (FINKELSTEIN, 1998). Sabe-se também que o 
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excesso de AdoMet favorece a rota da transsulfuração, ativando a enzima CBS e 

inibindo as enzimas metileno tetrahidrofolato redutase e betaína homocisteína 

metiltransferase, provocando uma diminuição da formação de 5-metileno-

tetrahidrofolato e diminuindo a atividade da metionina sintase. A metionina também 

inibe a atividade das enzimas betaína homocisteína metiltransferase e metionina sintase 

(FOWLER, 1997; FINKELSTEIN, 1998). 

 

 

Figura 2.1. Metabolismo da homocisteína (Adaptado de MUDD et al., 2001). 

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

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

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

tetrahidrofolato. 
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O metabolismo da homocisteína também é afetado por hormônios. Estudos 

demonstram que os estrógenos ativam a rota de transsulfuração e, conseqüentemente, 

diminuem os níveis plasmáticos desse aminoácido. Essa propriedade dos estrógenos 

justifica o fato das mulheres apresentarem concentrações plasmáticas de homocisteína 

menores do que os homens. Além disso, sabe-se que, após a menopausa, a concentração 

plasmática de homocisteína tende a aumentar, provavelmente pela diminuição nos níveis 

de estrógenos (DIMITROVA et al., 2002). 

Deficiências nutricionais também provocam anormalidades no metabolismo da 

homocisteína. Níveis insuficientes de ácido fólico, vitamina B6 e B12 provocam aumento 

dos níveis de homocisteína, uma vez que a falta dessas substâncias provoca diminuição 

na atividade do ciclo dos folatos e diminuição da atividade das enzimas CBS e 

metionina sintase, respectivamente. Acredita-se que, com o avanço da idade, podem 

ocorrer problemas na absorção dessas substâncias e também maiores deficiências 

nutricionais, causando diminuição no metabolismo da homocisteína e aumentando a sua 

concentração nos tecidos (SCHNEEDE et al., 2000). 

 

2.3. Distribuição da homocisteína no plasma 

 A homocisteína está presente no plasma em quatro formas diferentes (Figura 

2.2). Aproximadamente 70 a 80% da homocisteína total plasmática está ligada a 

proteínas plasmáticas, principalmente albumina, como dissulfetos mistos com resíduos 

de cisteína das proteínas. A homocisteína também está ligada à cisteína, através de uma 

ponte dissulfeto, em proporção de 5 a 10%. Na mesma proporção está a forma oxidada 

da homocisteína, denominada homocistina, quando duas moléculas de homocisteína 
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estão ligadas por uma ponte dissulfeto. A forma livre e reduzida, homocisteína, está 

presente em 1 a 2% no plasma humano (WELCH e LOSCALZO, 1998). 

 

 

Figura 2.2. Distribuição da homocisteína no plasma. 

 

2.4. Auto-oxidação da homocisteína 

 Quando a homocisteína é liberada pelas células para a corrente sangüínea, o 

equilíbrio entre as formas da homocisteína é reestabelecido. Ocorre auto-oxidação da 

homocisteína, formando homocistina, dissulfetos mistos ou outros compostos, como a 

homocisteína tiolactona. Durante o processo de auto-oxidação também são formadas 

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

hidrogênio. O radical hidroxila, também formado pela oxidação da homocisteína, 
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juntamente com o ânion superóxido, estão envolvidos em processos de lipoperoxidação. 

Evidências experimentais sugerem que essas espécies reativas de oxigênio 

provavelmente estejam diretamente envolvidas na patogênese de complicações 

vasculares e neurológicas características dos pacientes homocistinúricos (HOGG, 1999). 

 

2.5. Homocisteína em doenças que afetam o sistema nervoso central 

 Estudos recentes mostram uma relação entre a homocisteína e algumas doenças 

que afetam o sistema nervoso central, como as doenças de Parkinson, Alzheimer e 

Huntington e a isquemia cerebral. A homocisteína tem sido considerada um fator de 

risco para o aparecimento dessas doenças e evidências sugerem que essa substância 

possa participar da fisiopatologia das mesmas (BOUTELL et al., 1998; KUHN et al., 

1998; MUDD et al., 2001; WHITE et al., 2001; MATTSON et al., 2002; SESHADRI et 

al., 2002). Por outro lado, estudos mostram que pacientes homocistinúricos 

freqüentemente desenvolvem isquemia cerebral (MUDD et al., 2001). 

Os níveis plasmáticos de homocisteína estão aumentados em pacientes com a 

doença de Parkinson (KUHN et al., 1998; YASUI et al., 2000). Além disso, os pacientes 

portadores dessa doença apresentam, em média, níveis plasmáticos de ácido fólico 

diminuídos (YASUI et al., 2000). Sabe-se também que o uso de levodopa, fármaco 

utilizado no tratamento da doença de Parkinson, pode provocar o aumento dos níveis 

plasmáticos de homocisteína (MÜLLER et al., 1999). Por outro lado, um estudo 

realizado com um modelo animal da doença de Parkinson mostrou que uma dieta pobre 

em folato (que provocou aumento dos níveis de homocisteína nos ratos) provocou uma 

disfunção motora nos animais e aumentou a sensibilidade de neurônios dopaminérgicos 

na substância nigra (DUAN et al., 2002). 
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Na doença de Alzheimer, os níveis plasmáticos de homocisteína estão 

aumentados e os níveis de ácido fólico e vitamina B12 encontram-se diminuídos 

(LEVITT e KARLINSKY, 1992; CLARKE et al., 1998; SNOWDON et al., 2000; 

SESHADRI et al., 2002). Estudos recentes mostram que meio de cultura com deficiência 

em ácido fólico induz apoptose e aumenta a vulnerabilidade à morte neuronal causada 

pelo peptídeo β-amilóide (KRUMAN et al., 2000; WHITE et al., 2001). Além disso, Ho 

e colaboradores (2001) verificaram que a homocisteína induz o influxo de cálcio nas 

células e o estresse oxidativo, aumentando a toxicidade neuronal e levando à apoptose. 

A homocisteína também pode estar relacionada com outras doenças 

neurodegenerativas, como a esclerose amiotrófica lateral (YOSHINO, 1984). Outro fator 

importante para essa relação é o fato de que a idade é o principal fator de risco para esse 

tipo de doenças e que os níveis de homocisteína aumentam progressivamente com a 

idade (BRATTSTROM et al., 1994).  

 

 

3. Homocistinúria 

 

3.1. Histórico 

 Em 1962, Carson e Neill detectaram a presença de homocist(e)ína no plasma de 

duas irmãs, de 5 e 7 anos, que apresentavam retardo mental severo, deslocamento da 

lente ocular e hepatomegalia. Dois anos depois, em 1964, Mudd e colaboradores 

mediram a atividade das enzimas CBS e metionina sintase em biópsias de fígado de 

indivíduos normais e indivíduos com presença de homocist(e)ína na urina. O resultado 
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encontrado foi a deficiência total da enzima CBS na paciente homocistinúrica, enquanto 

que a metionina sintase apresentou-se elevada, quando comparada com indivíduos 

normais. Esses resultados mostraram, pela primeira vez, a causa do aumento da 

concentração plasmática de homocist(e)ina, por deficiência da CBS, e de metionina, por 

aumento da metionina sintase. Em 1989, Mudd e colaboradores descreveram os 

principais achados clínicos característicos dos pacientes homocistinúricos. 

 

3.2. Conceito e freqüência 

A homocistinúria é um EIM de aminoácidos sulfurados, causado pela deficiência 

na atividade da enzima CBS (Figura 3.1). O bloqueio desta rota metabólica provoca 

acúmulo de homocisteína e metionina. A metionina é formada em condições de excesso 

de homocisteína, que sofre metilação e é convertida em metionina por ação da enzima 

metionina sintase. A freqüência desta doença é de aproximadamente 1 caso para 200.000 

nascimentos (MUDD et al., 2001). No entanto, outro estudo do mesmo ano mostra que a 

freqüência estimada está em torno de 1 caso para 80.000 nascimentos (SOKOLOVA et 

al., 2001). A herança é do tipo autossômica recessiva (MUDD et al., 2001). 

 

3.3. Aspectos bioquímicos 

 As concentrações plasmáticas normais de homocisteína variam de 5 a 15 µmol/L, 

enquanto que as de metionina são de aproximadamente 35 µmol/L. Pacientes com 

deficiência de CBS apresentam concentrações plasmáticas de homocisteína acima de 

200 µmol/L, podendo alcançar até 500 µmol/L; e de metionina, até 2.000 µmol/L 

(MUDD et al., 2001). As concentrações elevadas dos metabólitos acumulados na 
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homocistinúria não ocorrem somente no plasma, mas também no líquido 

cefalorraquidiano (TADA et al., 1967) e no humor aquoso (CURTIUS et al., 1968). Os 

pacientes homocistinúricos também apresentam concentrações diminuídas de cisteína, 

uma vez que a rota de síntese desse aminoácido está bloqueada. A diminuição da 

produção de cisteína pode, conseqüentemente, levar à redução de GSH nos pacientes 

afetados (MUDD et al., 1985). 

 

 

Figura 3.1. Deficiência da enzima cistationina β-sintase. 

CBS – cistationina β-sintase; AdoMet – S-adenosil metionina; AdoHcy – S-adenosil homocisteína. 
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3.4. Aspectos genéticos 

 A CBS é uma proteína com massa molecular de 63.000 kD, contém 551 

aminoácidos e ocorre na forma de homotetrâmero (MUDD et al., 2001). O gene que 

codifica a enzima está localizado na região 21q22.3 do cromossomo 21 (MÜNKE et al., 

1988). Recentemente, o gene para CBS humana foi completamente seqüenciado e 

verificou-se que ele contém 28,04 kb e 23 exons (KRAUS et al., 1998). Dados recentes 

mostram que o número de mutações encontradas no gene que codifica a CBS é de 92, e 

que mais de 300 alelos mutantes já foram detectados (KRAUS et al., 1999). Além disso, 

estudos mostram que indivíduos heterozigotos apresentam de 22 a 47% de atividade da 

CBS em fígado e de 0 a 45% em fibroblastos, quando comparados com a atividade 

média da enzima em indivíduos normais (MUDD et al., 1989).  

Estudos mostraram a distribuição da CBS no corpo humano. A enzima está 

amplamente distribuída no organismo e está presente, em maior quantidade, no fígado e 

no pâncreas. A enzima também é encontrada nos rins, cérebro (principalmente cerebelo), 

próstata, estômago, ovários, tireóide e pulmões. Os mesmos investigadores também 

mostraram que a CBS é encontrada no coração, cérebro, rins e fígado de fetos (BAO et 

al., 1998). 

 

3.5. Achados clínicos 

 Os pacientes homocistinúricos apresentam sinais e sintomas que envolvem 

principalmente quatro sistemas: nervoso central, vascular, ocular e ósseo. No entanto, os 

mecanismos fisiopatológicos da homocistinúria ainda são pouco conhecidos. Estudos 

epidemiológicos mostram que o risco de aparecimento dos sinais e sintomas aumenta 

com a idade dos pacientes (MUDD et al., 2001). 
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 O achado neurológico mais freqüente é o retardo mental, refletido por deficiência 

no desenvolvimento nos primeiros anos de vida. Diminuição de capacidade cognitiva e 

distúrbios psiquiátricos também ocorrem freqüentemente. Convulsões, 

eletroencefalograma anormal e distúrbios extrapiramidais são achados clínicos menos 

freqüentes de pacientes homocistinúricos (MUDD et al., 2001; DE FRANCHIS et al., 

1998). 

 O sistema vascular também é bastante comprometido nos pacientes com 

homocistinúria. O tromboembolismo é a maior causa de mortalidade entre esses 

pacientes. Dentre os eventos resultantes do tromboembolismo, pode-se citar a oclusão de 

veias e artérias periféricas, que pode resultar em embolismo pulmonar, acidentes 

vasculares cerebrais e infarto do miocárdio (McCULLY, 1996; DE FRANCHIS et al., 

1998; MUDD et al., 2001). 

 O sistema ocular tem como principal complicação o deslocamento da lente, 

sendo que a miopia também é freqüente. A osteoporose é a principal anormalidade óssea 

e é encontrada em mais de 50% dos pacientes até os 20 anos de idade. A escoliose 

também pode ocorrer, provavelmente devido à osteoporose precoce (DE FRANCHIS et 

al., 1998; MUDD et al., 2001). 

 

3.6. Aspectos fisiopatológicos 

 A exata etiopatogenia dos danos cerebrais da homocistinúria permanece incerta, 

e muitos estudos estão sendo feitos na tentativa de elucidá-la. Tal problema tem 

impulsionado, nas últimas décadas, a associação entre as pesquisas básica e clínica, 

ampliando o entendimento dos mecanismos envolvidos na disfunção cerebral da 

homocistinúria. 
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Parsons e colaboradores (1998) mostraram que a homocisteína tem efeitos 

tóxicos sobre linhagens celulares de neurônios humanos. Além disso, muitos estudos 

têm sido realizados com animais. Kubová e colaboradores (1995) mostraram que a 

administração intraperitoneal de homocisteína provoca convulsões em ratos de 

diferentes idades. Estudos realizados com dois metabólitos encontrados na urina de 

pacientes homocistinúricos, homocisteato e sulfinato de homocisteína, mostraram que 

esses são potentes agonistas de receptores de glutamato do subtipo NMDA e exercem 

efeitos citotóxicos em culturas de células neuronais de ratos (FLOTT-RAHMEL et al., 

1998). Além disso, Kim e Pae (1996) demonstraram que a homocisteína provoca morte 

neuronal por estimulação excessiva de receptores NMDA e por produção de radicais 

livres. Sabe-se que a ativação excessiva de receptores glutamatérgicos provoca morte 

neuronal (BEAL, 1992). A ação excitotóxica da homocisteína por estimulação de 

receptores glutamatérgicos também foi verificada por Lipton e colaboradores (1997).  

Acredita-se que o óxido nítrico também esteja envolvido na patogênese da 

homocistinúria e de doenças como Alzheimer e Huntington, além da isquemia cerebral 

(BOUTELL et al., 1998). A ativação de receptores NMDA leva ao influxo de cálcio na 

célula e ativação da enzima óxido nítrico sintase, que produz óxido nítrico a partir de 

arginina. O excesso de produção de óxido nítrico pode ser prejudicial, já que aumenta a 

possibilidade de dano oxidativo, pois o óxido nítrico conjuga-se com ânion superóxido e 

forma peroxinitrito, um agente oxidante muito potente (LIPTON et al., 1997). 

Estudos também mostram que a homocisteína conjuga-se com adenosina e forma 

AdoHcy, levando à diminuição de adenosina, que parece ter ação depressora no sistema 

nervoso central. Por isso, acredita-se que as convulsões características da homocisteína 
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podem ser causadas pela diminuição das concentrações de adenosina no cérebro 

(McILWAIN e POLL, 1985; CHEN et al., 2002). 

É provável que as alterações no sistema glutamatérgico, estresse oxidativo e 

produção excessiva de óxido nítrico, entre outros fatores, estejam relacionadas com a 

disfunção neurológica característica da homocistinúria (MUDD et al., 2001). 

 O mecanismo exato de ação da homocisteína quanto às alterações vasculares 

características da homocistinúria ainda não foi completamente elucidado. No entanto, 

sabe-se que, durante a auto-oxidação da homocisteína, ocorre a formação de ERO, como 

o ânion superóxido e o peróxido de hidrogênio. Acredita-se que o dano oxidativo ao 

endotélio, principalmente pelo peróxido de hidrogênio, seja o início do processo de 

disfunção endotelial e toxicidade vascular provocada pela homocisteína (HARKER et 

al., 1974; WELCH et al., 1997; HOGG, 1999). O radical hidroxil, outra ERO muito 

potente, também é formada na auto-oxidação da homocisteína. Além disso, sabe-se que 

o ânion superóxido e o radical hidroxil estão envolvidos em reações de lipoperoxidação 

(LPO), onde ocorre ataque oxidativo às células endotelias da parede vascular 

(ROWLEY e HALLIWELL, 1982; HOGG, 1999). 

 A homocisteína cria um ambiente pró-trombótico (facilita a formação de 

trombos) por alterar alguns fatores de coagulação (WELCH e LOSCALZO, 1998), como 

o aumento das atividades dos fatores XII (RATNOFF, 1968) e V (RODGERS e KANE, 

1986) e a diminuição da ativação da proteína C (RODGERS e CONN, 1990). Além 

disso, a homocisteína diminui a expressão de trombomodulina (LENTZ e SADLER, 

1991), heparan sulfato (NISHINAGA et al., 1992) e induz a expressão de fator tecidual 

(FRYER et al., 1993). 
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 A formação de homocisteína tiolactona, um composto altamente reativo, também 

ocorre na auto-oxidação da homocisteína. Esse composto combina-se com colesterol 

LDL e forma agregados que são fagocitados por macrófagos e formam as células 

espumosas, desenvolvendo a placa de ateroma (NARUSZEWICZ et al., 1994). Outros 

estudos mostram que a homocisteína provoca diminuição do metabolismo oxidativo de 

células musculares lisas, levando à fibrose das mesmas, além de aumento excessivo de 

ERO (McCULLY, 1993; McCULLY, 1994). Além disso, a homocisteína provoca 

proliferação das células musculares lisas, auxiliando no processo de aterogênese (TSAI 

et al., 1994).  

Alguns estudos mostram que a homocisteína também altera a produção de óxido 

nítrico pelas células endoteliais (STAMLER et al., 1993). O óxido nítrico combina-se 

com a homocisteína e forma S-nitroso-homocisteína, um composto vasodilatador e 

inibidor da ativação plaquetária (STAMLER et al., 1992). Com o dano às células 

endoteliais, o óxido nítrico é produzido em menor quantidade e a homocisteína em 

excesso sofre auto-oxidação e produz mais ERO, causando maior dano às células 

(STAMLER et al., 1993). Outro trabalho mostrou que a homocisteína altera a expressão 

da enzima antioxidante glutationa peroxidase (GPX) em células endoteliais 

(UPCHURCH et al., 1997). 

 Sugere-se um mecanismo geral para a ação da homocisteína sobre o sistema 

vascular: a homocisteína causa complicações vasculares devido à disfunção e injúria 

endotelial provocada por dano oxidativo seguida de ativação plaquetária e de formação 

de trombos (WELCH e LOSCALZO, 1998). 

 O deslocamento da lente é a principal manifestação clínica no sistema ocular em 

pacientes homocistinúricos. Acredita-se que essa alteração ocorra por causa de 
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mudanças na estrutura da fibrilina, uma glicoproteína localizada na zona ocular. A 

fibrilina é rica em resíduos de cisteína e as pontes dissulfeto são importantes para manter 

a integridade na estrutura dessa proteína. Devido a essa característica, a fibrilina 

participa de muitas reações com compostos sulfurados. A oxidação dos resíduos de 

cisteína modifica a estrutura da proteína e pode causar o rompimento de fibras oculares e 

o deslocamento da lente ocular (MUDD et al., 2001). 

 Quanto às alterações ósseas, como osteoporose e escoliose, Lubec e 

colaboradores (1996) constataram que elas ocorrem provavelmente por alterações 

provocadas pelas altas concentrações de homocisteína no metabolismo do colágeno. No 

entanto, mais estudos são necessários para melhor entender essas complicações nos 

pacientes homocistinúricos. 

 

3.7. Diagnóstico 

 A suspeita clínica de homocistinúria ocorre com o aparecimento de sinais e 

sintomas clínicos característicos da doença. Geralmente o primeiro achado clínico 

encontrado em pacientes homocistinúricos é o retardo mental. Outros achados clínicos 

também são importantes para o diagnóstico precoce da homocistinúria (MUDD et al., 

2001). Miopia e deslocamento da lente ocular (CRUYSBERG et al., 1996), além de 

alterações vasculares e anormalidades esqueléticas são sinais e sintomas importantes 

para o diagnóstico de pacientes com deficiência de CBS (MUDD et al., 2001). 

 O achado laboratorial mais característico em pacientes homocistinúricos é a 

presença de altas concentrações de homocist(e)ína na urina (ISHERWOOD, 1996). 

Como os exames para detecção de homocist(e)ína urinária apresentam alguns 

interferentes, a dosagem de homocisteína plasmática é de fundamental importância para 
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o diagnóstico. Por isso, alta concentração de homocisteína no plasma é um indicativo da 

deficiência de atividade da CBS. Também pode ocorrer diminuição de cisteína e 

aumento de metionina no plasma desses pacientes (MUDD et al., 2001). 

 O ensaio enzimático direto da CBS é o exame utilizado para a confirmação de 

homocistinúria. A determinação da atividade da enzima é realizada em amostras de 

biópsia de fígado, fibroblastos e/ou linfócitos (UHLENDORF e MUDD, 1968; 

GOLDSTEIN et al., 1972; MUDD et al., 2001). O diagnóstico pré-natal pode ser 

realizado nos dois primeiros trimestres da gestação, através da determinação da 

atividade da CBS em fluido amniótico (MUDD et al., 2001). 

  

3.8. Tratamento 

O objetivo geral do tratamento da homocistinúria é controlar e eliminar as 

alterações bioquímicas características da doença com a finalidade de prevenir ou 

amenizar as alterações clínicas e impedir complicações mais graves e, além disso, tratar 

os sinais e sintomas nos pacientes (MUDD et al., 2001). 

O tratamento da hiperhomocisteinemia é realizado através da administração de 

vitamina B6, vitamina B12, ácido fólico e de betaína. Além disso, dietas com restrição de 

metionina são amplamente utilizadas. As vitaminas B6 e B12 são cofatores das enzimas 

CBS e metionina sintase, respectivamente, e podem aumentar as atividades das mesmas, 

aumentando a degradação da homocisteína. O ácido fólico participa do ciclo dos folatos, 

cuja função no metabolismo da homocisteína é doar um grupo metila para a mesma, 

formando metionina, por ação da enzima metionina sintase. A betaína também doa 

grupos metila para a homocisteína e, através da enzima betaína homocisteína 

metiltransferase, forma dimetilglicina e também aumenta a degradação desse 
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aminoácido. A dieta restrita em metionina tem o objetivo de diminuir os níveis de 

homocisteína no organismo dos pacientes homocistinúricos, pois diminui a formação da 

homocisteína a partir da metionina (JACQUES et al., 1999; MUDD et al., 2001). 

Os pacientes homocistinúricos podem ser responsivos ou não-responsivos à 

vitamina B6. Confirmado o diagnóstico da doença, são realizadas análises com o 

objetivo de verificar a responsividade do paciente à vitamina B6, através da 

administração da mesma e da dosagem de homocisteína (MUDD et al., 2001). 

Antes de iniciar o tratamento, os pacientes homocistinúricos são divididos em 

três grupos, com o objetivo de melhor alcançar os resultados esperados e o menor grau 

de efeitos colaterais. Os grupos são divididos em (1) pacientes responsivos à vitamina B6 

e com diagnóstico realizado após o período neonatal, (2) pacientes diagnosticados como 

neonatos e (3) pacientes não-responsivos à vitamina B6 e diagnosticados após o período 

neonatal (MUDD et al., 2001). 

O primeiro grupo de pacientes, aqueles que respondem à vitamina B6 e foram 

diagnosticados após o período neonatal, apresentam até 90% de redução nos níveis de 

homocisteína no plasma após o tratamento com a vitamina B6, sendo que a concentração 

de homocisteína plasmática nesses pacientes pode atingir valores normais 

(KLUIJTMANS et al., 1999). A administração de vitamina B6 ameniza os danos 

neurológicos e as alterações ósseas e oculares nos pacientes responsivos à mesma 

(MUDD et al., 1985). Além disso, Wilcken e colaboradores (1985) demonstraram que a 

betaína aumenta a resposta de diminuição de concentração plasmática de homocisteína 

em pacientes responsivos à vitamina B6 e sugerem que a betaína deve ser adicionada ao 

tratamento com vitamina B6 e ácido fólico nesses pacientes. 

 35



Os pacientes diagnosticados no período neonatal são, na maioria, não-

responsivos à vitamina B6. Por isso, a maioria desses pacientes é tratada com uma dieta 

restrita em metionina (MUDD et al., 2001). As dietas são geralmente suplementadas 

com cisteína, o aminoácido que está reduzido na doença. Acosta e Elsas (1992) 

mostraram que a dieta restrita em metionina diminui os níveis plasmáticos de 

homocisteína e metionina enquanto que outros investigadores mostraram que essa dieta 

auxilia na prevenção do retardo mental, deslocamento da lente ocular e convulsões 

(MUDD et al., 1985). Também é relatado que os pacientes diagnosticados no período 

neonatal têm alterações clínicas mais amenas e que a reversão dessas complicações é 

mais fácil (MUDD et al., 2001). 

O terceiro grupo, de pacientes não-responsivos à vitamina B6 e diagnosticados 

após o período neonatal, é o que oferece mais dificuldades no tratamento. A dieta restrita 

em metionina (MUDD et al., 1985) e a administração de betaína (SMOLIN et al., 1981) 

e ácido fólico (MUDD et al., 2001) são amplamente utilizadas. 

 

 

4. Na+,K+-ATPase 

 

4.1. Histórico 

Até a década de 1930 achava-se que a membrana celular era impermeável ao 

sódio. No entanto, o uso de isótopos radioativos de sódio e potássio, a partir do final da 

década de 1930, permitiu monitorar o fluxo de íons através da membrana celular, onde 

Hevesy verificou, em 1938, que a membrana era permeável a esses íons (citado por 

SKOU e ESMANN, 1992). Dean, em 1941, introduziu a idéia de que poderia existir 
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uma bomba, possivelmente localizada na membrana celular, que poderia translocar os 

íons sódio e potássio contra seus gradientes de concentração e que essa reação 

necessitaria de energia (citado por SKOU e ESMANN, 1992). 

 A inibição do transporte ativo de sódio e potássio por glicosídeos cardiotônicos 

foi descoberta por Schatzmann, em 1953 (citado por SKOU e ESMANN, 1992). Em 

1955, Hodgkin e Keynes mostraram que ésteres trifosfato eram os substratos energéticos 

para o transporte ativo de sódio e potássio (citado por SKOU e ESMANN, 1992). Em 

1962, Hoffman mostrou que o substrato energético para o transporte ativo dos íons era 

somente o ATP, e não o ITP, UTP ou GTP (citado por SKOU e ESMANN, 1992). 

Glynn, em 1956, sugeriu uma ligação entre o efluxo ativo de sódio e o influxo ativo de 

potássio (citado por SKOU e ESMANN, 1992). 

 Em 1957, Skou propôs a idéia de que existiria uma proteína ligada à membrana 

celular com propriedades catalíticas, ou seja, uma ATPase (SKOU, 1957). A 

estequiometria da reação da enzima foi determinada por Sen e Post, em 1964. Foi 

verificado experimentalmente que três íons sódio eram trocados para cada dois íons 

potássio (citado por SKOU e ESMANN, 1992). Muitos estudos foram e ainda são 

realizados com o objetivo de melhor entender a Na+,K+-ATPase, sua estrutura, função e 

mecanismo de reação. 

Em 1997, o cientista Jean Skou recebeu o Prêmio Nobel de Química, por sua 

descoberta em 1957. 

 

4.2. Conceito, função e estrutura 

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

das células de eucariotos, sendo responsável pela translocação de sódio e potássio contra 
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seus gradientes de concentração através da membrana celular, utilizando ATP como 

força motriz. São translocados três íons sódio para fora e dois íons potássio para dentro 

da célula, produzindo um gradiente eletroquímico através da membrana celular. Por isso, 

nos tecidos nervoso e muscular, a Na+,K+-ATPase é responsável pela manutenção do 

potencial de repouso e da excitabilidade das células, além de regular o volume celular, o 

pH intracelular e o fluxo de íons. Através da manutenção do gradiente iônico, a Na+,K+-

ATPase também regula o transporte de moléculas ligadas ao cotransporte de sódio, 

como glicose, aminoácidos e neurotransmissores (GEERING, 1990; LINGREL e 

KUNTZWEILER, 1994; BLANCO e MERCER, 1998; KAPLAN, 2002). Além disso, a 

Na+,K+-ATPase consome de 40 a 60% do ATP do cérebro (ERECINSKA e SILVER, 

1994) e está presente em grande quantidade nesse tecido (HANSEN e CLAUSEN, 

1988).  

 A Na+,K+-ATPase pertence à classse de ATPases do tipo P, juntamente com 

Ca2+-ATPases de retículo sarcoplasmático e membrana plasmática e a H+,K+-ATPase, 

encontrada no estômago e no cólon. Essa classe de ATPases caracteriza-se por 

apresentar um intermediário protéico fosforilado no seu ciclo catalítico. A Na+,K+-

ATPase é a única enzima desse grupo que é inibida por glicosídeos cardiotônicos, como 

ouabaína e digoxina (LINGREL e KUNTZWEILER, 1994; BLANCO e MERCER, 

1998; KAPLAN, 2002). 

 A Na+,K+-ATPase é composta por três subunidades, α, β e γ, e está inserida na 

bicamada lipidíca da membrana celular (GLYNN, 1993; BLANCO e MERCER, 1998; 

BLANCO et al., 2000; KAPLAN, 2002). A subunidade α é composta por 

aproximadamente 1020 aminoácidos e tem um massa molecular de aproximadamente 
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113 kDa (SKOU e ESMANN, 1992; LINGREL e KUNTZWEILER, 1994; BLANCO e 

MERCER, 1998; BLANCO et al., 2000; KAPLAN, 2002). Já foram descritas quatro 

isoformas da subunidade α, chamadas de α1, α2, α3 e α4. A isoforma α1 ocorre na 

maioria dos tecidos, enquanto que a isoforma α2 é encontrada predominantemente em 

músculo esquelético, cérebro, coração e tecido adiposo. A isoforma α3 ocorre somente 

no cérebro e no coração e a isoforma α4 parece ocorrer especificamente em testículo e 

epidídimo (LINGREL e KUNTZWEILER, 1994; BLANCO e MERCER, 1998; 

BLANCO et al., 2000; KAPLAN, 2002). Na subunidade α localizam-se os sítios de 

ligação para os íons sódio e potássio, ATP e glicosídeos cardiotônicos, inibidores 

específicos da enzima (GEERING, 1990; BLANCO e MERCER, 1998; KAPLAN, 

2002). A subunidade α é responsável pelas propriedades catalíticas e de transporte da 

enzima (BLANCO e MERCER, 1998; KAPLAN, 2002). Acredita-se que dez domínios 

da subunidade α estão inseridos na membrana celular (FAMBROUGH et al., 1994; 

KAPLAN, 2002).  

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

molecular de aproximadamente 55 kDa (SKOU e ESMANN, 1992; LINGREL e 

KUNTZWEILER, 1994; KAPLAN, 2002). Essa subunidade é uma glicoproteína, está 

inserida na membrana celular uma única vez, possui três pontes dissulfeto e três sítios de 

N-glicosilação (FAMBROUGH et al., 1994; KAPLAN, 2002). Três isoformas da 

subunidade β foram descritas em células de mamíferos, onde a isoforma β1 ocorre em 

praticamente todos os tecidos e a isoforma β2 ocorre predominantemente em tecido 

nervoso e muscular esquelético. A subunidade β3, por sua vez, ocorre em testículo, 

retina, fígado e pulmão (LINGREL e KUNTZWEILER, 1994; BLANCO et al., 2000;  
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Figura 4.1. Estrutura da Na+,K+-ATPase (Adaptado de FAMBROUGH et al., 1994). 

 

KAPLAN, 2002). A subunidade β não possui atividade catalítica, mas apresenta uma 

função estrutural importante. Sabe-se que a subunidade α perde a atividade catalítica 

quando é separada da subunidade β. Além disso, a redução de pontes dissulfeto na 

subunidade β leva à perda da atividade enzimática (SKOU e ESMANN, 1992). Estudos 

mostram similaridade entre a subunidade β2 da Na+,K+-ATPase e a proteína de adesão 

da glia. Acredita-se que essas duas moléculas, associadas com a subunidade α da 

Na+,K+-ATPase, são elementos de reconhecimento para adesão, ligação e transporte 

iônico entre as células (GLOOR et al., 1990; LECUONA et al., 1996). 

 A subunidade γ tem peso molecular de aproximadamente 12 kDa e ainda não tem 

a sua função completamente elucidada. Acredita-se que essa subunidade não é essencial 
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para a atividade da Na+,K+-ATPase, já que ela é encontrada somente nos rins. A 

subunidade γ provavelmente atua como moduladora da atividade da enzima. Além disso, 

a subunidade γ pertence a uma família de pequenas proteínas de membrana envolvidas 

na passagens de íons pela membrana (THERIEN et al., 1997; BLANCO e MERCER, 

1998; KAPLAN, 2002). 

 

4.3. Mecanismo de reação 

Além da translocação de íons sódio e potássio contra seus gradientes de 

concentração, a enzima utiliza ATP como substrato, e tem como produtos ADP e fosfato 

inorgânico. A Na+,K+-ATPase apresenta um mecanismo de ação complexo, que divide-

se em quatro etapas. Durante seu ciclo catalítico, a Na+,K+-ATPase apresenta-se sob 

duas formas conformacionais: uma desfosforilada, com alta afinidade por sódio e baixa 

afinidade por potássio (E1), e outra fosforilada, com alta afinidade por potássio e baixa 

afinidade por sódio (E2). O mecanismo de reação da Na+,K+-ATPase está 

esquematizado na Figura 4.2 (GLYNN, 1993; LINGREL e KUNTZWEILER, 1994; 

BLANCO e MERCER, 1998; KAPLAN, 2002). 

Primeiramente, três íons sódio ligam-se à Na+,K+-ATPase no citoplasma. A 

enzima é, então, fosforilada pelo ATP (a fosforilação por ATP é dependente de sódio), 

ocorre mudança conformacional e os sítios de ligação de sódio ficam expostos à 

superfície extracelular. A mudança conformacional provocada pela fosforilação diminui 

a afinidade da enzima por sódio, e três íons sódio são então liberados no meio 

extracelular. Dois íons potássio ligam-se em sítios de alta afinidade da Na+,K+-ATPase, 

e o fosfato inorgânico é liberado. A desfosforilação da enzima causa outra mudança 
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conformacional, a afinidade por potássio é reduzida e os dois íons são liberados no meio 

intracelular (GLYNN, 1993; LINGREL e KUNTZWEILER, 1994; BLANCO e 

MERCER, 1998; KAPLAN, 2002). A ouabaína, glicosídeo cardiotônico e inibidor 

específico da Na+,K+-ATPase, liga-se na enzima na etapa em que ela está fosforilada, 

impedindo a desfosforilação (LINGREL e KUNTZWEILER, 1994; KAPLAN, 2002). 

 

 

Figura 4.2. Mecanismo de reação da Na+,K+-ATPase (Adaptado de GLYNN, 1993). 

 

4.4. Na+,K+-ATPase  e disfunção cerebral 

A Na+,K+-ATPase desempenha um papel fundamental para o funcionamento 

normal do cérebro, sendo responsável pela manutenção de gradientes iônicos necessários 

para a propagação do impulso nervoso, além da regulação do volume celular e do pH 
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intracelular (GEERING, 1990; LINGREL e KUNTZWEILER, 1994; BLANCO e 

MERCER, 1998). 

A diminuição na atividade da Na+,K+-ATPase pode estar relacionada com 

disfunções neurológicas (LEES, 1993; ERECINSKA e SILVER, 1994). Considerando 

que a Na+,K+-ATPase utiliza de 40 a 60% do ATP produzido no cérebro, a inibição da 

enzima pode desempenhar um papel importante em doenças onde ocorre uma 

diminuição no metabolismo energético (LEES, 1991). 

As modificações provocadas pela inibição da Na+,K+-ATPase são potencialmente 

tóxicas para as células. Neste contexto, a administração de baixas doses de ouabaína, um 

potente e específico inibidor da enzima, provoca morte neuronal “in vivo”, o que sugere 

a importância da enzima para o funcionamento normal do cérebro (LEES et al., 1990). 

Acredita-se que a morte neuronal provocada pela inibição da Na+,K+-ATPase 

pode ocorrer por vários mecanismos, como excitotoxicidade glutamatérgica e estresse 

oxidativo (LEES, 1991). A recaptação de glutamato pelos astrócitos e pelo neurônio pré-

sináptico (em menor quantidade) ocorre com co-transporte de sódio. Com a enzima 

inibida, a concentração extracelular de sódio diminui e a recaptação de glutamato pode 

ficar comprometida, resultando em estimulação excessiva de receptores glutamatérgicos 

(LIPTON e ROSENBERG, 1994). Por outro lado, a estimulação excessiva de receptores 

de glutamato, incluindo o subtipo NMDA, provoca influxo de cálcio. O aumento 

intracelular excessivo de cálcio pode levar à produção de radicais livres, que pode levar 

a danos celulares (AVROVA et al., 1999). As alterações no transporte de 

neurotransmissores também podem estar relacionadas com a morte neuronal causada 

pela inibição da Na+,K+-ATPase, já que a inibição da enzima está relacionada à 

liberação de neurotransmissores (JACOBSON et al., 1986).  
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A Na+,K+-ATPase também é um alvo muito freqüente para radicais livres e está 

diretamente envolvida com o estresse oxidativo (LEES, 1991; DOBROTA et al., 1999). 

No entanto, a Na+,K+-ATPase apresenta sensibilidades diferentes para diferentes agentes 

oxidantes, sendo mais suscetível ao ataque do radical hidroxil e de hipoclorito, 

relativamente resistente ao peróxido de hidrogênio e menos sensível ao ânion superóxido 

(KUKREJA et al., 1990; HITSCHKE et al., 1994; BOLDYREV et al., 1995; 

DOBROTA et al., 1999). Além disso, foi demonstrado que o α-tocoferol protege a 

oxidação da Na+,K+-ATPase, promovida por peróxido de hidrogênio, um potente 

formador de radicais hidroxil. O α-tocoferol provavelmente protege a enzima pela 

neutralização ou prevenção da formação desses radicais (KURELLA et al., 1999). 

A inibição da atividade da Na+,K+-ATPase tem sido associada a algumas 

neuropatologias. A Na+,K+-ATPase encontra-se inibida na epilepsia (GRISAR, 1984; 

GRISAR et al., 1992), em crises convulsivas (RENKAWEK et al., 1992), na doença de 

Alzheimer (LIGURI et al., 1990; HATTORI et al., 1998) e em modelos animais 

experimentais de isquemia cerebral (MATEJOVICOCA et al., 1996; WYSE et al., 

2000a). 

 Estudos mostram que metabólitos acumulados em alguns EIM inibem a atividade 

da Na+,K+-ATPase em cérebro de ratos. A fenilalanina, por exemplo, metabólito 

acumulado na fenilcetonúria, inibe a atividade da Na+,K+-ATPase “in vitro” e “in vivo” 

(WYSE et al., 1995; WYSE et al., 1999). A administração crônica de prolina, de ácido 

propiônico e de ácido metilmalônico, acumulados na hiperprolinemia tipo II e nas 

acidemias propiônica e metilmalônica, respectivamente, provocou uma diminuição na 

atividade da Na+,K+-ATPase (WYSE et al., 1998a; PONTES et al., 1999; WYSE et al., 
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2000b; PONTES et al., 2001). Por outro lado, a prolina, o ácido propiônico e o ácido 

metilmalônico inibiram a atividade da enzima “in vitro” (WYSE et al., 1998a; PONTES 

et al., 1999; WYSE et al., 2000b; PONTES et al., 2001). Silva e colaboradores (1999) 

verificaram que alguns compostos guanidínicos acumulados na hiperargininemia 

também inibem a atividade da Na+,K+-ATPase. Além disso, verificou-se que a 

administração aguda de arginina inibe a atividade da enzima (WYSE et al., 2001). 

 

 

5. Metabolismo Energético 

 

5.1. Histórico 

 Hans Krebs propôs, em 1937, uma série de reações do metabolismo 

intermediário de carboidratos. Atualmente, o ciclo proposto por Krebs leva o seu nome. 

Há aproximadamente meio século, Kennedy e Lehninger descobriram que as 

mitocôndrias contêm as enzimas do ciclo de Krebs e as enzimas de oxidação dos ácidos 

graxos, além dos complexos respiratórios. Alguns anos depois, Palade e Sjöstrand, 

através de microscopia eletrônica, mostraram que a mitocôndria apresenta duas 

membranas, uma externa e uma interna, muito dobrada. Em 1961, Peter Mitchell propôs 

a teoria quimiosmótica, sugerindo que o transporte de elétrons e a síntese de ATP estão 

acoplados a um gradiente de prótons na membrana mitocondrial interna. Mitchell 

sugeriu que bombas de prótons criariam esse gradiente de prótons, que seria a força 

motriz para a síntese de ATP (STRYER, 1996). 
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5.2. Destinos da glicose e Ciclo de Krebs 

Os seres vivos precisam de energia para realizar várias funções, como, por 

exemplo, o transporte ativo de íons e moléculas, síntese de macromoléculas e outras 

biomoléculas a partir de precursores simples e para a contração muscular. A energia 

necessária para realizar essas funções é obtida com a oxidação de substâncias pela 

respiração celular. O ATP é o principal combustível da célula na maioria dos processos 

que precisam de energia. A energia é liberada pela hidrólise de ATP e serve para 

impulsionar uma série de reações (NELSON e COX, 2000). 

A glicose é a principal fonte de energia utilizada pela maioria das células e ocupa 

uma posição central no metabolismo. A glicose é transportada para dentro das células 

por proteínas transportadoras específicas. Ao entrar na célula, a glicose pode ser 

metabolizada em diferentes rotas metabólicas. A principal via de degradação da glicose 

é a glicólise, uma rota que envolve uma seqüência de reações que ocorre no citosol e 

forma como produto final o piruvato. Uma molécula de glicose gera duas moléculas de 

piruvato e de ATP. Além disso, a glicose pode participar do ciclo das pentoses, que tem 

como objetivo formar NADPH, um doador de elétrons de fundamental importância em 

biossínteses redutoras, e ribose-5-fosfato, precursor na biossíntese de nucleotídios. 

Quando a célula está com elevados níveis de ATP, a glicose pode ser armazenada na 

forma de glicogênio, que pode ser liberado e utilizado rapidamente se a célula necessitar 

de energia, ou formar triacilglicerol (CLARK et al., 1993; MARKS et al., 1996; 

STRYER, 1996; NELSON e COX, 2000). 

Em organismos superiores, o piruvato, formado na glicólise a partir de glicose, 

pode seguir duas rotas metabólicas distintas. Quando há baixa quantidade de oxigênio, 

como no trabalho muscular forçado ou na hipóxia, o piruvato pode ser convertido em 
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lactato pela enzima lactato desidrogenase, formando ATP e consumindo NADH. No 

entanto, só uma pequena quantidade da energia da glicose é liberada pela conversão de 

piruvato a lactato (MARKS et al., 1996; STRYER, 1996; NELSON e COX, 2000). 

 

 

Figura 5.1. Destinos da glicose (Adaptado de NELSON e COX, 2000). 

 

Em condições aeróbicas, o piruvato é transportado para dentro da mitocôndria e 

sofre ação do complexo enzimático da piruvato desidrogenase, que forma acetil 

coenzima A (acetil-CoA). A acetil-CoA inicia o ciclo de Krebs. É importante salientar 

que a acetil-CoA pode ser formada também pela oxidação de ácidos graxos e 

aminoácidos (CLARK et al., 1993; MARKS et al., 1996; STRYER, 1996; NELSON e 

COX, 2000). 

O ciclo de Krebs ocorre na matriz mitocondrial e consiste de uma seqüência de 

reações onde, em cada volta do ciclo, são formadas três moléculas de NADH, uma de 

FADH2, duas de CO2 e uma de GTP. O NADH e FADH2 produzidos no ciclo de Krebs 

 47



são carreadores de elétrons e são utilizados na cadeia respiratória para a produção de 

ATP na fosforilação oxidativa (MARKS et al., 1996; STRYER, 1996; NELSON e COX, 

2000). Altos níveis de ATP inibem o ciclo de Krebs por mecanismos complementares 

em vários locais do ciclo. Um dos pontos de controle é a conversão de piruvato a acetil-

CoA pela enzima piruvato desidrogenase, inibida por ATP, acetil-CoA e NADH 

(WILLIAMSON e COOPER, 1980). 

 

 

Figura 5.2. Ciclo de Krebs (Adaptado de NELSON e COX, 2000). 
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5.3. Cadeia respiratória 

A cadeia respiratória e a fosforilação oxidativa, assim como o ciclo de Krebs, 

ocorrem nas mitocôndrias. A cadeia respiratória é formada por uma série de complexos 

protéicos, onde ocorre a transferência de elétrons doados por NADH e FADH2. A 

transferência de elétrons pela cadeia respiratória leva ao bombeamento de prótons da 

matriz para o lado citosólico da membrana mitocondrial interna. O gradiente de prótons 

é usado para impulsionar a síntese de ATP (ERECINSKA e DAGANI, 1990; HEALES 

et al., 1999; WALLACE, 1999; NELSON e COX, 2000). 

A cadeia respiratória é composta de quatro complexos (I, II, III e IV). O 

complexo I, também chamado de NADH: ubiquinona oxirredutase, realiza a 

transferência de elétrons do NADH para a ubiquinona, formando ubiquinol. Essa reação 

faz com que dois prótons sejam bombeados para o espaço intermembrana. O complexo 

II, também denominado de succinato: ubiquinona oxirredutase, é formado pela enzima 

succinato desidrogenase (SDH) e três subunidades hidrofóbicas. Esse complexo 

participa do ciclo de Krebs e transfere elétrons do succinato para a ubiquinona e também 

forma ubiquinol. O complexo III, ou citocromo c oxirredutase, transfere elétrons do 

ubiquinol para o citocromo c, reação que serve para o bombeamento de mais quatro 

prótons. O complexo IV, mais conhecido como citocromo c oxidase, transfere elétrons 

para do citocromo c para o oxigênio e forma água. Nessa etapa os últimos dois prótons 

são bombeados (VOET e VOET, 1995; WALLACE, 1999). 

O gradiente eletroquímico formado pelo bombeamento de prótons durante a 

cadeia respiratória mitocondrial é utilizado como força-motriz para o complexo V, ou 

ATP sintase, formar ATP (fosforilação oxidativa). O ATP é transportado para fora da 
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mitocôndria com o concomitante transporte de ADP para dentro da mitocôndria, através 

de um sistema antiporte (VOET e VOET, 1995; HEALES et al., 1999; WALLACE, 

1999; NELSON e COX, 2000). 

 

 

Figura 5.3. Cadeia respiratória mitocondrial (Adaptado de HEALES et al., 1999).  

 

5.4. Metabolismo energético e doenças neurodegenerativas 

Deficiências no funcionamento normal da cadeia respiratória mitocondrial levam 

à diminuição da síntese de ATP (HEALES et al., 1999). Sabe-se também que o dano 

causado à mitocôndria leva a uma rápida queda na produção de energia e morte celular 

(ANKARCRONA et al., 1995). A diminuição do metabolismo energético cerebral 

também pode levar à apoptose (HEALES et al., 1999). A redução de produção de 

energia no cérebro também pode comprometer a síntese de neurotransmissores 

(acetilcolina, glutamato, aspartato e GABA) e lipídios nesse tecido e pode, por isso, 

também levar a dano neuronal (DI DONATO, 2000). A redução do metabolismo 

energético também pode diminuir a captação de glutamato pelos astrócitos e pelos 
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neurônios, causando acúmulo excessivo de glutamato na fenda sináptica, que pode levar 

à morte neuronal (HENNEBERRY et al., 1989; LUDOLPH et al., 1993). 

A diminuição no metabolismo energético cerebral parece estar associada com 

algumas doenças neurodegenerativas, como as doenças de Alzheimer, Parkinson e 

Huntington, isquemia cerebral e esclerose amiotrófica lateral (BRENNAN et al., 1985; 

BEAL, 1992; HEALES et al., 1999; BLASS, 2001; SCHURR, 2002). Acredita-se que a 

diminuição do metabolismo energético cerebral está envolvida na gênese de danos 

neurológicos dessas doenças (BEAL, 1992). Além disso, a diminuição do metabolismo 

energético no cérebro parece estar envolvida com alguns EIM, como a fenilcetonúria 

(RECH et al., 2002), acidemia metilmalônica (WAJNER et al., 1992) e hiperargininemia 

experimental em ratos (DELWING et al., 2003a). 

 

 

6. Radicais Livres 

 

6.1. Histórico 

 Em 1954, Gersham e Gilbert propuseram que alguns efeitos tóxicos do oxigênio 

poderiam ocorrer pela formação de radicais de oxigênio. McCord e Fridovich, em 1968, 

descreveram a enzima antioxidante superóxido dismutase, uma descoberta muito 

importante no estudo de radicais livres. A teoria da toxicidade do oxigênio pelo ânion 

superóxido, desenvolvido por Fridovich, em 1975, sugeria que a formação dessa espécie 

reativa de oxigênio “in vivo” seria responsável pelos efeitos tóxicos do oxigênio 

(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1984; PRYOR, 1988). 
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6.2. Definição 

 Os radicais livres são definidos como qualquer espécie química capaz de existir 

de forma independente e que contenha um ou mais elétrons desemparelhados. Por isso, 

são muito reativos e atacam moléculas, como lipídios, proteínas e DNA. Dentre os 

radicais livres, podem-se destacar dois grupos: as espécies reativas de oxigênio (ERO) e 

as de nitrogênio (ERN). As ERO mais importantes são o ânion superóxido (O2
•-), radical 

hidroxila (OH•), peróxido de hidrogênio (H2O2), ânion hipoclorito (OCl-) e o oxigênio 

“singlet” (1O2). O óxido nítrico (NO•) e o peroxinitrito (ONOO-) constituem as 

principais ERN (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). 

Os radicais livres são gerados em processos de oxidação biológica. A redução do 

oxigênio à água forma radicais livres, e o ânion superóxido é o primeiro radical livre 

formado nesse processo. Na cadeia respiratória mitocondrial, 5% do oxigênio utilizado 

não é completamente reduzido à água, e ocorre a formação de ânion superóxido. Essa 

ERO é muito reativa e é removida rapidamente pela enzima antioxidante superóxido 

dismutase (SOD), formando peróxido de hidrogênio. O peróxido de hidrogênio forma o 

radical hidroxil e não existe nenhuma enzima que o remova. Por isso, as enzimas que 

decompõem o peróxido de hidrogênio, como a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase 

(GPX), são tão importantes (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999; CADENAS e 

DAVIES, 2000). 

Os radicais livres são gerados em muitos processos fisiológicos e exercem 

funções importantes no organismo. Eles participam da fagocitose, processos de 

sinalização celular e estão envolvidos na síntese e regulação de algumas proteínas, em 

condições fisiológicas (WARD e PETERS, 1995; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 

 52



1999). O óxido nítrico desempenha funções importantes no sistema nervoso central, tais 

como neurotransmissão, plasticidade sináptica e aprendizado e memória. O óxido nítrico 

também tem função importante no controle da pressão arterial (HEALES et al., 1999). 

 

6.3. Efeitos dos radicais livres em sistemas biológicos 

 Os radicais livres podem provocar reações em cadeia e causar dano a um grande 

número de moléculas. O ataque de radicais livres a lipídios de membrana é chamado de 

lipoperoxidação (LPO). Na LPO, um radical livre reage com um lipídio insaturado (as 

membranas celulares são formadas principalmente por lipídios insaturados e proteínas), 

provocando uma reação em cadeia (com lipoperóxidos como produtos intermediários) e 

modificação das propriedades da membrana, como permeabilidade e fluidez, além de 

causar dano a proteínas transmembrana, como enzimas e receptores. A LPO tem como 

produto final, entre outros, o malondialdeído, que pode ser quantificado e usado para 

avaliação desse processo. Os radicais livres também podem atacar proteínas, 

principalmente nos resíduos de cisteína (–SH). As proteínas podem sofrer alterações na 

sua conformação e perda na sua função. O DNA também pode ser alvo de ataque de 

radicais livres (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). 

 

6.4. Defesas antioxidantes 

 Os antioxidantes podem ser definidos como substâncias que, em baixas 

concentrações em relação ao substrato oxidável, retardam ou previnem a oxidação desse 

substato. Desse modo, os antioxidantes atuam como protetores da oxidação de 

biomoléculas por radicais livres e impedem a propagação da reação em cadeia 

provocada pelos mesmos (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999; FANG et al., 2002).  
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 As principais defesas enzimáticas antioxidantes são a SOD, CAT e GPX. Além 

disso, antioxidantes não-enzimáticos, como a glutationa reduzida (GSH), tocoferol 

(vitamina E) e ácido ascórbico (vitamina C), entre outros, auxiliam no combate às ERO. 

Os antioxidantes estão amplamente distribuídos nos organismos vivos e constituem um 

sistema de defesa muito importante em condições aeróbicas (HALLIWELL e 

GUTTERIDGE, 1999; FANG et al., 2002). 

 

6.4.1. Superóxido dismutase (SOD) 

 A SOD é uma metaloenzima e catalisa a reação de dismutação do ânion 

superóxido, formando peróxido de hidrogênio e oxigênio. Existem algumas formas de 

SOD, variando os metais presentes na enzima e a sua localização.  A Cu-Zn-SOD (SOD 

que contém cobre e zinco) ocorre em praticamente todas as células eucarióticas, está 

localizada no citosol, e também pode ocorrer nos lisossomas, núcleo celular e no espaço 

intermembrana nas mitocôndrias. Além disso, esta forma também pode estar presente 

nos peroxissomas (FRIDOVICH, 1995; WARD e PETERS, 1995). Existe ainda um 

outro tipo de Cu-Zn-SOD, chamada de SOD extracelular (EC-SOD), presente em fluidos 

extracelulares (ABRAHAMSSON et al., 1992). A Mn-SOD (SOD que contém 

manganês), é encontrada nas mitocôndrias (FRIDOVICH, 1995; WARD e PETERS, 

1995). O mecanismo geral de reação da SOD está demonstrado a seguir. 

2 H+ + 2 O2
•- → O2 + H2O2 

 

 A importância da SOD é demonstrada em estudos onde camundongos 

geneticamente modificados, que não sintetizavam a Mn-SOD, morreram até os 
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primeiros dez dias de vida, geralmente com anormalidades cardíacas, acúmulo de 

gorduras no fígado e no músculo esquelético, bem como acidose metabólica. Verificou-

se também que houve severo dano mitocondrial em vários tecidos, mostrando a 

importância da Mn-SOD para a função da mitocôndria (LEBOVITZ et al., 1996; 

MELOV et al., 1998). Outros estudos mostraram que camundongos que não 

sintetizavam a Cu-Zn-SOD apresentaram danos neurológicos e uma maior probabilidade 

de desenvolverem câncer e alteração na reprodução (REAUME et al., 1996; HO et al., 

1998). 

 

6.4.2. Catalase (CAT) 

 A dismutação do ânion superóxido gera peróxido de hidrogênio, por ação da 

SOD. Uma das formas de eliminação do peróxido de hidrogênio é pela CAT, que atua 

sobre o mesmo e forma água e oxigênio (CHANCE et al., 1979; WARD e PETERS, 

1995). 

2 H2O2 → 2 H2O + O2 

 

 A CAT ocorre na 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 CAT localiza-se principalmente nos peroxissomas, as 

quais são estruturas que contém várias enzimas que produzem peróxido de hidrogênio, e 

também no citosol (CHANCE et al., 1979; WARD e PETERS, 1995). A localização da 

CAT nos peroxissomas provavelmente deve-se ao fato de que nessas estruturas existem 

muitas enzimas que produzem peróxido de hidrogênio (CHANCE et al., 1979). 
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6.4.3. Glutationa peroxidase (GPX) 

 A outra forma de eliminar o peróxido de hidrogênio é através de peroxidases. A 

enzima mais importante dessa classe é a GPX, que remove o peróxido de hidrogênio 

através de sua redução a água com a oxidação da GSH. A GPX é amplamente 

distribuída em tecidos animais, geralmente localiza-se nas membranas celulares e é 

específica para a GSH como doador de hidrogênio. A GPX está presente em grande 

quantidade no fígado e tem selênio na sua estrutura (CHANCE et al., 1979; WARD e 

PETERS, 1995). O mecanismo de reação da GPX está demonstrado a seguir. 

H2O2 + 2 GSH → GSSG + 2 H2O 

 

 Além disso, a GPX pode terminar a reação em cadeia da LPO, removendo 

lipoperóxidos da membrana celular, pelo seguinte mecanismo (WARD e PETERS, 

1995). 

 

6.4.4. Glutationa reduzida (GSH) 

 A GSH é um tripeptídio, formado por glutamato, cisteína e glicina, e atua 

principalmente como substrato da enzima GPX. Ela também desempenha outras 

funções, como participação no metabolismo do ácido ascórbico e prevenção de oxidação 

de grupos sulfidrílicos (–SH) de proteínas (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). A 

razão entre a GSH e a glutationa oxidada (GSSG) é alta, com menos de 5% da glutationa 

total estando presente na forma oxidada. Existe um mecanismo para a redução da GSSG 

em GSH, e essa reação é feita pela enzima glutationa redutase (GR), que requer uma 
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molécula de NADPH para regenerar cada molécula de GSH (CHANCE et al., 1979; 

WARD e PETERS, 1995). 

GSSG + NADPH + H+ → 2 GSH + NADP+ 

 

6.4.5. α-Tocoferol (vitamina E) 

O organismo contém diferentes tocoferóis, mas o mais potente é o α-tocoferol, 

também conhecido como vitamina E, e é lipossolúvel. Por isso, o α-tocoferol está 

presente nas membranas celulares, nas mitocôndrias e em lipoproteínas plasmáticas. 

Assim, ele quebra as reações em cadeia provocadas pelos radicais livres. Os 

lipoperóxidos atacam preferencialmente o α-tocoferol, em vez de outro lipídio de 

membrana. Com a oxidação, forma-se o radical α-tocoferoxil, que pode ser regenerado a 

α-tocoferol pelo ácido ascórbico ou pela GSH (SOKOL, 1989; WARD e PETERS, 

1995; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). 

A deficiência de α-tocoferol pode ocorrer em síndromes de má absorção de 

lipídios e tem como conseqüência danos neurológicos graves (SOKOL, 1989). Além 

disso, estudos epidemiológicos mostraram que a capacidade antioxidante da vitamina E 

é importante na prevenção da aterosclerose (GEY, 1990). 

 

6.4.6. Ácido ascórbico (vitamina C) 

As plantas e a maioria dos animais podem sintetizar ácido ascórbico a partir da 

glicose. Humanos, outros primatas, o porquinho-da-índia e o morcego-das-frutas 

perderam uma enzima requerida para a síntese do ácido ascórbico, a gulonolactona 
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oxidase. Por isso, esses animais devem obter o ácido ascórbico da dieta (HALLIWELL e 

GUTTERIDGE, 1999). 

O ácido ascórbico, também conhecido como vitamina C, tem como principal 

função a regeneração do α-tocoferol e forma nesse processo a forma oxidada, 

denominada ácido deidroascórbico (WARD e PETERS, 1995). O ácido ascórbico tem 

excelente ação antioxidante “in vitro” e atua como seqüestrador de vários radicais livres. 

Além disso, a vitamina C atua como cofator de enzimas envolvidas com a síntese de 

colágeno. A deficiência de vitamina C pode levar ao escorbuto, uma doença em que os 

vasos tornam-se fragilizados e que tem como principal característica o sangramento 

(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). Estudos epidemiológicos também 

demonstraram que a deficiência de vitamina C aumenta a probabilidade do aparecimento 

de aterosclerose (GEY et al., 1987). 

 

6.5. Estresse oxidativo 

 Os radicais livres são formados normalmente no metabolismo celular. As defesas 

antioxidantes, enzimáticas e não-enzimáticas, atuam contra a toxicidade dessas espécies 

e são responsáveis pela manutenção da homeostase entre a produção e a eliminação de 

radicais livres. No entanto, em certas condições, pode ocorrer aumento da produção de 

radicais livres suficiente para ultrapassar a capacidade antioxidante ou uma diminuição 

das defesas antioxidantes no organismo, favorecendo o que chamamos de estresse 

oxidativo (BONDY e LE BEL, 1993; CADENAS e DAVIES, 2000).  
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Figura 6.1. Estresse oxidativo (Adaptado de MARKS et al., 1996). 

 

O estresse oxidativo pode provocar perda de função celular, por causar alterações 

no metabolismo das células. No sistema nervoso central, neurotoxicidade e morte celular 

podem ocorrer devido ao estresse oxidativo (BONDY e LE BEL, 1993; WARD e 

PETERS, 1995; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999; CADENAS e DAVIES, 2000). 

É importante ressaltar que o estresse oxidativo pode ocorrer em condições fisiológicas 

(fagocitose) e patológicas (doenças neurodegenerativas e aterosclerose) (HALLIWELL 

e GUTTERIDGE, 1999). 

Na homocistinúria, a rota metabólica bloqueada é a da degradação de 

homocisteína e formação de cisteína, um dos três aminoácidos formadores do 

antioxidante não-enzimático GSH. A diminuição da síntese de cisteína pode, por isso, 

levar à diminuição de GSH, diminuindo a defesa antioxidante em pacientes 

homocistinúricos (MUDD et al., 2001).  
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6.6. Radicais livres e doenças neurodegenerativas 

O cérebro apresenta algumas características que o tornam mais sensível ao 

estresse oxidativo. O alto consumo de O2 por massa de tecido é um fator muito 

importante e contribui para a maior sensibilidade do cérebro ao estresse oxidativo. O 

cérebro possui uma percentagem muito baixa do peso corporal, mas consome em torno 

de 20% do O2 do organismo. O cérebro também possui alguns neurotransmissores auto-

oxidáveis, como a dopamina, que reage com O2 e forma superóxido e peróxido de 

hidrogênio. O metabolismo da dopamina, pela enzima monoamino oxidase, também leva 

à produção de peróxido de hidrogênio. Além disso, a estimulação excessiva de 

receptores glutamatérgicos pode causar estresse oxidativo. A situação pode ser agravada, 

já que algumas espécies reativas de oxigênio inibem a recaptação de glutamato 

(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). 

O cérebro também apresenta altos níveis de ferro, que pode catalisar reações de 

formação de radicais livres. Além disso, os lipídios de membrana dos neurônios são 

ricos em ácidos graxos de cadeia lateral poli-insaturada, alvos fáceis para o ataque de 

radicais livres e que tem como conseqüência a LPO (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 

1999). O cérebro também possui baixos níveis de antioxidantes, principalmente a 

enzima CAT (MARKLUND et al., 1982; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). 

O estresse oxidativo parece estar envolvido na patogênese do dano neurológico 

de várias doenças neurodegenerativas, como as doenças de Alzheimer, Parkinson e 

Huntington, além das escleroses múltipla e amiotrófica lateral (HALLIWELL e 

GUTTERIDGE, 1999). Estudos realizados em nosso laboratório mostram que o estresse 

oxidativo também está aumentado em modelos experimentais químicos de EIM, como 
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hiperprolinemia tipo II (DELWING et al., 2003b), hiperargininemia (WYSE et al., 

2001b) e fenilcetonúria (KIENZLE-HAGEN et al., 2002). 

 

 

7. Memória 

 

7.1. Conceito 

Os processos de aprendizagem e memória são propriedades fundamentais do 

sistema nervoso central. A memória é um processo dinâmico e pode ser dividida em três 

etapas: aquisição (obtida através de experiências), consolidação (quando a informação 

obtida na aquisição é processada) e armazenamento de informações (IZQUIERDO, 

1989). A evocação é utilizada freqüentemente para a avaliação da memória, verificada 

através de mudanças comportamentais provocadas pelos processos de aprendizagem e 

formação de memória (PARIS, 2001). 

Os fenômenos de plasticidade sináptica, característicos do sistema nervoso 

central, são responsáveis pelas alterações fisiológicas, morfológicas e bioquímicas 

verificadas nos processos de aprendizagem e memória (IZQUIERDO e MEDINA, 1997; 

IZQUIERDO, 2002).  

As memórias podem ser classificadas de várias maneiras. Quanto à sua natureza, 

por exemplo, podem ser de arquivo (memória de referência) ou transitórias (memória de 

trabalho) (IZQUIERDO, 2002). 

 

 61



7.2. Homocisteína e memória 

 Os pacientes homocistinúricos apresentam um grau variado de deficiências 

neurológicas. Atraso no desenvolvimento mental, verificado por deficiências cognitivas, 

geralmente ocorrem nos dois primeiros anos de vida. Além disso, o retardo mental, 

convulsões e outras alterações neurológicas são freqüentes em pacientes 

homocistinúricos (MUDD et al., 2001). 

Trabalho realizado recentemente em nosso laboratório mostrou uma diminuição 

de memória na tarefa de esquiva inibitória provocada por administração aguda de 

homocisteína. Além disso, o pré-tratamento com as vitaminas E e C preveniu esse efeito 

(REIS et al., 2002). 

 

7.3. Labirinto Aquático de Morris 

 O labirinto aquático de Morris, também chamado de “water maze”, é um teste 

comportamental utilizado para a avaliação de aprendizagem espacial (D’HOOGE e DE 

DEYN, 2001). Esse teste comportamental foi desenvolvido por Morris, em 1982 

(SANTOS, 1999). 

 O hipocampo está envolvido nos processos de aquisição, evocação, consolidação 

e armazenamento de memória espacial (D’HOOGE e DE DEYN, 2001). Além disso, 

estudos mostraram que animais com lesões hipocampais apresentaram mais dificuldade 

para executar a tarefa no labirinto aquático de Morris (MORRIS et al., 1982). Por isso, a 

tarefa experimental do “water maze” é amplamente utilizada para a avaliação da 

integridade funcional e estrutural do hipocampo (MORRIS et al., 1982; MORRIS, 

1984). No entanto, o mecanismo de aquisição da memória espacial é muito complexo e 

envolve outras estruturas cerebrais (D’HOOGE e DE DEYN, 2001). Verificou-se que o 
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estriado e o cerebelo também afetam o desempenho dos animais na tarefa do “water 

maze” (WHISHAW et al., 1987; LALONDE, 1994). Além da avaliação da memória 

espacial, o labirinto aquático de Morris pode ser utilizado para avaliação da memória de 

trabalho (SANTOS, 1999). 

 O equipamento utilizado para a tarefa consiste de um tanque circular preenchido 

com água. O ambiente deve apresentar alguns pontos de referência na parede. Durante a 

fase de treino, os animais são colocados no tanque, por vários dias, e devem aprender a 

localização de uma plataforma submersa (D’HOOGE e DE DEYN, 2001). Como a água 

é um meio aversivo para os ratos, eles procuram a plataforma, onde não precisam nadar. 

Além disso, os ratos são nadadores natos e possuem boa capacidade de localização 

espacial (SANTOS, 1999). Depois de alguns dias de treino, o teste é realizado. A 

plataforma é removida e o animal é colocado no tanque por 60 segundos, quando são 

avaliados alguns parâmetros para verificar a memória espacial. O tempo que o animal 

permanece no tanque e os parâmetros analisados podem variar. Alguns parâmetros 

usados para avaliação da memória espacial são o tempo em que o animal permanece no 

quadrante onde estava a plataforma (quadrante alvo) e o número de vezes que ele passa 

exatamente onde estava a plataforma (D’HOOGE e DE DEYN, 2001). O procedimento 

para a avaliação da memória de trabalho apresenta algumas diferenças em relação ao da 

memória espacial (SANTOS, 1999). 
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II. OBJETIVOS 
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 Considerando que os mecanismos bioquímicos envolvidos na gênese da 

disfunção neurológica presente na homocistinúria são pouco conhecidos e que a 

homocisteína tem efeitos neurotóxicos e aumenta a formação de radicais livres, esse 

trabalho teve como objetivos: 

 

1. Desenvolver um modelo químico experimental de hiperhomocisteinemia em 

ratos, semelhante àquela encontrada em pacientes homocistinúricos. 

2. Estudar a atividade da Na+,K+-ATPase e alguns parâmetros do metabolismo 

energético (produção de CO2, captação de glicose, produção de lactato e 

atividades das enzimas succinato desidrogenase e citocromo c oxidase) em 

hipocampo de ratos submetidos ao modelo químico experimental de 

hiperhomocisteinemia. 

3. Avaliar a aprendizagem e memória na tarefa do labirinto aquático de Morris em 

ratos submetidos ao modelo químico experimental de hiperhomocisteinemia. 

4. Verificar o efeito “in vitro” de substâncias acumuladas na homocistinúria, 

homocisteína e metionina, sobre a atividade da Na+,K+-ATPase, alguns 

parâmetros do metabolismo energético (produção de CO2, captação de glicose, 

produção de lactato e atividade da enzima citocromo c oxidase), e o estresse 

oxidativo (potencial antioxidante total, substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico e atividades das enzimas antioxidantes superóxido dismutase, 

catalase e glutationa peroxidase) em hipocampo de ratos. 

5. Estudar o mecanismo de inibição da atividade da Na+,K+-ATPase causada pela 

homocisteína “in vitro” em hipocampo de ratos. 
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6. Verificar o efeito de antioxidantes (glutationa, ditiotreitol e cisteína) e da enzima 

antioxidante superóxido dismutase sobre a inibição da atividade da Na+,K+-

ATPase causada pela homocisteína em membrana plasmática sináptica de 

hipocampo de ratos. 
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A homocistinúria é um EIM causado pela deficiência na atividade da enzima 

CBS e caracteriza-se bioquimicamente pelo acúmulo tecidual de homocisteína e 

metionina. Os pacientes homocistinúricos podem apresentar um grau variado de retardo 

mental, distúrbios psiquiátricos, convulsões, isquemia cerebral, tromboembolismo, 

complicações vasculares e deslocamento da lente ocular (MUDD et al., 2001). 

O exato mecanismo dos danos neuronais da homocistinúria permanece incerto, 

embora muitos estudos estejam sendo realizados na tentativa de melhor compreender as 

alterações neurológicas dessa doença. Nesse contexto, Parsons e colaboradores (1998) 

mostraram que a homocisteína tem ação excitotóxica sobre linhagens celulares de 

neurônios humanos. Por outro lado, Kim e Pae (1996) demonstraram que a homocisteína 

causa morte celular em cultura de neurônios de ratos por ativação de receptores NMDA 

e pela produção de radicais livres. Além disso, a administração intraperitoneal de 

homocisteína provoca convulsões em ratos (KUBOVÁ et al., 1995). Sabe-se também 

que, na auto-oxidação da homocisteína, são formados o ânion superóxido e o peróxido 

de hidrogênio (HOGG, 1999). 

Modelos animais são importantes instrumentos de pesquisa no estudo de 

mecanismos fisiopatológicos de doenças que ocorrem em humanos. Já foram 

desenvolvidos modelos animais experimentais de vários EIM em nosso laboratório, 

como fenilcetonúria (WYSE et al., 1995b), hiperprolinemia tipo II (MOREIRA et al., 

1989) e acidemias metilmalônica (DUTRA et al., 1991) e propiônica (BRUSQUE et al., 

1999). 

O principal objetivo desse trabalho foi desenvolver um modelo animal químico 

experimental de hiperhomocisteinemia, com o objetivo de estudar e melhor compreender 

os mecanismos fisiopatológicos da homocistinúria. As doses foram escolhidas com o 
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objetivo de induzir, nos animais, concentrações plasmáticas de homocisteína 

semelhantes àquelas encontradas em pacientes homocistinúricos, e foram calculadas 

conforme a idade e o peso dos animais. O tratamento crônico com homocisteína foi 

realizado do 6o ao 28o dia de vida, já que, nesse período, os ratos apresentam um rápido 

desenvolvimento do cérebro, sinaptogênese (CLARK et al., 1993), proliferação celular 

intensa e crescimento (ENESCO e LEBLOND, 1962; WINICK e NOBLE, 1965) e são 

mais vulneráveis a substâncias endógenas e exógenas. 

A análise dos parâmetros farmacocinéticos medidos após a administração de 

homocisteína mostrou que a eliminação (metabolização e/ou excreção) do aminoácido 

aumentou com o avanço da idade dos ratos, já que o volume de distribuição e a 

depuração plasmática aumentaram e o tempo de meia-vida plasmática diminuiu. A 

concentração plasmática máxima de homocisteína ocorreu 15 minutos após a 

administração do aminoácido e foi semelhante à concentração de homocisteína 

encontrada comumente em pacientes homocistinúricos (de 0,4 a 0,5 mM). 

Além disso, verificamos que o tratamento crônico com homocisteína levou a 

concentrações elevadas de homocisteína no cérebro dos ratos tratados, sugerindo que a 

homocisteína atravessa a barreira sangue-cérebro. De forma semelhante ao sangue, a 

concentração cerebral máxima de homocisteína ocorreu 15 minutos após a 

administração do aminoácido, em torno de 60 nmol/g de tecido. Além disso, as 

concentrações de homocisteína no sangue diminuíram de forma mais rápida do que no 

cérebro. A queda mais rápida das concentrações de homocisteína no sangue deve 

ocorrer, provavelmente, porque o aminoácido é rapidamente metabolizado no fígado e 

excretado na urina, fato observado em pacientes homocistinúricos (MUDD et al., 2001). 
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Nossos dados também mostraram que o tratamento crônico com homocisteína 

não alterou o crescimento dos animais, já que o peso corporal, do cérebro e do 

hipocampo não foi alterado, quando comparado com os animais tratados com solução 

salina (controles). Esses dados são importantes, porque permitem que o modelo químico 

experimental seja utilizado para estudar os mecanismos fisiopatológicos da doença sem 

a interferência do estado nutricional dos animais. 

A Na+,K+-ATPase desempenha um papel fundamental no sistema nervoso 

central, mantendo o gradiente iônico necessário para a excitabilidade neuronal. Além 

disso, essa enzima regula o volume e o pH intracelular (GEERING, 1990; LINGREL e 

KUNTZWEILER, 1994). A Na+,K+-ATPase está presente em grande quantidade no 

tecido cerebral (HANSEN e CLAUSEN, 1988) e consome de 40 a 60% do ATP 

formado no cérebro (ERECINSKA e SILVER, 1994). 

Foi demonstrado que a inibição da atividade da Na+,K+-ATPase está relacionada 

com a disfunção neurológica (LEES, 1990). Além disso, sabe-se que a enzima está 

inibida na epilepsia (GRISAR, 1984; GRISAR et al., 1992), na doença de Alzheimer 

(LIGURI et al., 1990; HATTORI et al., 1998), em convulsões (RENKAWEK et al., 

1992) e na isquemia cerebral (MATEJOVICOCA et al., 1996; WYSE et al., 2000a). 

A inibição da atividade da Na+,K+-ATPase também é causada por metabólitos 

acumulados em vários EIM. A fenilalanina, metabólito acumulado na fenilcetonúria, 

inibe a atividade da Na+,K+-ATPase “in vitro” e “in vivo” (WYSE et al., 1995a; WYSE 

et al., 1999). A administração crônica de prolina, de ácido propiônico e de ácido 

metilmalônico, acumulados na hiperprolinemia tipo II e nas acidemias propiônica e 

metilmalônica, respectivamente, também inibe a atividade da enzima em cérebro de 

ratos (PONTES et al., 1999; PONTES et al., 2001; WYSE et al., 1998a; WYSE et al., 
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2000b). Além disso, os mesmos metabólitos inibiram a atividade da Na+,K+-ATPase “in 

vitro” (PONTES et al., 1999; PONTES et al., 2001; WYSE et al., 1998a; WYSE et al., 

2000b). Estudos também mostram que alguns compostos guanidínicos, acumulados na 

hiperargininemia, e a administração aguda de arginina diminuem a atividade da Na+,K+-

ATPase cerebral de ratos (SILVA et al., 1999; WYSE et al., 2001a). 

Considerando a importância da Na+,K+-ATPase para o funcionamento normal do 

sistema nervoso central e que os pacientes homocistinúricos apresentam alterações 

neurológicas, nesse trabalho verificamos o efeito da hiperhomocisteinemia 

quimicamente induzida sobre a atividade da Na+,K+-ATPase de membrana plasmática 

sináptica de hipocampo de ratos. 

Nossos resultados mostraram que a administração crônica de homocisteína 

provocou uma diminuição significativa na atividade da Na+,K+-ATPase em membrana 

plasmática sináptica de hipocampo de ratos, em aproximadamente 40%. Por outro lado, 

o tratamento não alterou significativamente a atividade da Mg2+-ATPase, sugerindo um 

efeito específico da homocisteína sobre a Na+,K+-ATPase. No entanto, os mecanismos 

responsáveis pela inibição da Na+,K+-ATPase causada pelo tratamento com 

homocisteína são pouco conhecidos, uma vez que a regulação da atividade da enzima é 

muito complexa e mediada por vários fatores. Segundo Bertorello e Kats (1995), a 

regulação da Na+,K+-ATPase pode ser de longa duração, quando ocorrem alterações nas 

taxas de síntese e degradação da enzima, ou de curta duração, quando ocorrem 

modificações rápidas na atividade da enzima e que geralmente ocorre em minutos. A 

regulação de curta duração ocorre de forma secundária a mudanças nas concentrações 

intracelulares de sódio, limitantes para as bombas em células intactas. Além disso, sabe-

se que as modificações rápidas na atividade da Na+,K+-ATPase também podem ser 
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mediadas por redes complexas de mecanismos de sinais de transdução gerados por 

estímulos extracelulares. Os mecanismos de sinalização envolvidos nesse tipo de 

regulação caracterizam-se por reações de fosforilação, através de ativação ou inibição de 

proteínas quinases e fosfatases. 

O efeito inibitório “in vivo” da homocisteína sobre a atividade da Na+,K+-

ATPase não deve ocorrer, provavelmente, por uma simples inibição direta na enzima, 

pois, se esse fosse o caso, a atividade enzimática seria normal nas membranas 

plasmáticas sinápticas preparadas 12 horas após a última administração de homocisteína. 

A homocisteína “in vivo” provavelmente inibe a Na+,K+-ATPase de forma indireta, por 

mecanismos distintos, tais como 1) um aumento na taxa de degradação e/ou uma 

diminuição na taxa de síntese da enzima, 2) alterações na membrana celular na qual a 

enzima está inserida, causada por peroxidação dos lipídios da membrana e 3) 

modificações estruturais e funcionais na enzima, causada pelo ataque de radicais livres 

(LEES, 1991; DOBROTA et al., 1999). A inibição da atividade da Na+,K+-ATPase 

provocada pela administração crônica de homocisteína provavelmente ocorre por um 

conjunto de fatores e por vários mecanismos. 

Com o objetivo de verificar o efeito direto da homocisteína sobre a atividade da 

Na+,K+-ATPase, nesse trabalho também estudamos o efeito “in vitro” da homocisteína 

sobre a atividade da Na+,K+-ATPase de membrana plasmática sináptica de hipocampo 

de ratos. Nesse estudo foi realizada a preparação de membranas plasmáticas sinápticas 

de ratos de 28 dias de idade, e a homocisteína foi adicionada ao meio de incubação para 

a medida da atividade da enzima. Com esse desenho experimental é possível verificar o 

efeito direto de uma substância sobre a atividade da enzima. Também verificamos o 
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efeito “in vitro” da metionina, outro metabólito acumulado na homocistinúria, sobre a 

atividade da Na+,K+-ATPase de membrana plasmática sináptica de hipocampo de ratos. 

Nossos resultados mostraram que a homocisteína e a metionina inibiram a 

atividade da Na+,K+-ATPase “in vitro”, mas não alteraram a atividade da Mg2+-ATPase, 

indicando um efeito específico desses metabólitos sobre a Na+,K+-ATPase. A 

homocisteína inibiu a Na+,K+-ATPase nas concentrações de 50 a 500 µM, com inibição 

máxima de 63%, na concentração de 500 µM. A metionina inibiu a enzima de 1,5 a 2,0 

mM, com inibição máxima de 37%, em 2,0 mM. Além disso, a análise da regressão 

linear mostrou que a homocisteína e a metionina inibiram a atividade da Na+,K+-ATPase 

de forma dose-dependente. 

O fato de que ambos aminoácidos inibem a Na+,K+-ATPase em membrana 

plasmática sináptica purificada sugere um mecanismo de ação similar. Nesse contexto, 

trabalhos realizados em nosso laboratório mostraram que alguns aminoácidos, 

fenilalanina e prolina, inibem a atividade dessa enzima “in vivo” e “in vitro” (WYSE et 

al., 1995; PONTES et al., 1999; WYSE et al., 1999; PONTES et al., 2001). No entanto, 

outros aminoácidos, como a arginina (SILVA et al., 1999), L- ou β-alanina (WYSE et 

al., 1998b) e soluções-tampão contendo histidina não alteram a atividade da Na+,K+-

ATPase (VAN DER HIJDEN et al., 1989), indicando que o efeito inibitório é específico 

para alguns aminoácidos. 

O modelo proposto por Chevillard e colaboradores (1993) foi utilizado para 

estudar o mecanismo de ação “in vitro” da homocisteína e da metionina sobre a 

atividade da Na+,K+-ATPase. Com esse objetivo, realizou-se um estudo cinético de 

interação entre os dois aminoácidos. A homocisteína e a metionina foram testadas 
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simultaneamente, com concentrações diferentes de cada aminoácido (100 µM de 

homocisteína e 2,0 mM de metionina) e proporcionalmente crescente para um e 

decrescente para o outro. As concentrações testadas para cada aminoácido são 

escolhidas com base na percentagem de inibição, que deve ser semelhante entre as duas 

substâncias. A dosagem da Na+,K+-ATPase foi realizada e os dados plotados em um 

gráfico, com as concentrações dos aminoácidos no eixo das ordenadas. De acordo com 

Chevillard e colaboradores (1993), uma reta no “plot” de competição, indica que as duas 

substâncias atuam no mesmo sítio de ligação na enzima. A análise de nossos dados 

sugere que a homocisteína e a metionina inibem a Na+,K+-ATPase através de um mesmo 

sítio de ligação. 

Baseado no fato de que a homocisteína induz a produção de radicais livres 

(HOGG, 1999) e de que a Na+,K+-ATPase apresenta grupos –SH sensíveis ao estresse 

oxidativo (YUFU et al., 1993), um outro mecanismo proposto para a inibição da enzima 

causada pela homocisteína é através da oxidação de grupos –SH da mesma. Nesse 

contexto, verificou-se o efeito da pré-incubação de homogeneizados de hipocampos na 

presença de homocisteína e de metionina sobre a atividade da Na+,K+-ATPase de 

membrana plasmática sináptica. Os resultados mostraram que a pré-incubação com 

homocisteína inibiu a atividade da Na+,K+-ATPase significativamente, enquanto que a 

pré-incubação com metionina não alterou a atividade da enzima. Além disso, a cisteína, 

um importante antioxidante endógeno e precursor da GSH, preveniu o efeito inibitório 

causado pela homocisteína sobre a atividade da Na+,K+-ATPase. 

Através da análise dos dados desse trabalho, podemos concluir que a 

homocisteína e a metionina inibem a atividade da Na+,K+-ATPase “in vitro”, atuando em 
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um sítio de ligação comum da enzima. Além disso, a homocisteína, e não a metionina, 

inibe a atividade da Na+,K+-ATPase de forma indireta, por oxidação de grupos –SH da 

enzima. 

Com o objetivo de melhor compreender o mecanismo de inibição da atividade da 

Na+,K+-ATPase causada pela homocisteína “in vitro”, estudamos também a cinética de 

inibição da enzima causada pela mesma. A análise dos dados mostrou que a 

homocisteína inibe a enzima de forma não-competitiva com o ATP, uma vez que o Km 

(constante de Michaelis-Menten) não foi alterado e a Vmax (velocidade máxima) 

diminuiu à medida que aumentava a concentração do aminoácido. 

Estudos realizados em nosso laboratório mostraram que a fenilalanina inibe a 

atividade da Na+,K+-ATPase de membrana plasmática sináptica de córtex cerebral de 

ratos, enquanto que a alanina não altera a atividade da enzima. No entanto, quando 

combinada com a fenilalanina, a alanina previne o efeito inibitório desse aminoácido 

sobre a atividade da Na+,K+-ATPase (WYSE et al., 1995a; WYSE et al., 1998b). Com 

base nesses dados, resolvemos estudar a cinética de interação da homocisteína e da 

fenilalanina sobre a atividade da Na+,K+-ATPase e a cinética de reversão pela alanina da 

inibição da atividade da enzima causada pela homocisteína. De modo semelhante ao 

estudo anterior, o modelo proposto por Chevillard e colaboradores (1993) foi utilizado. 

As concentrações de homocisteína e fenilalanina utilizadas foram de 100 µM e 1,0 mM, 

respectivamente. 

Nossos resultados mostraram que a homocisteína e a fenilalanina inibiram a 

Na+,K+-ATPase atuando em um mesmo sítio na enzima, reforçando o trabalho anterior, 

onde foi demonstrado que a homocisteína e a metionina também inibiram a enzima 
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ligando-se no mesmo sítio. Além disso, verificamos que a alanina não inibiu a Na+,K+-

ATPase e reverteu a inibição da enzima causada pela homocisteína, de forma 

competitiva. Se a alanina também apresentar uma reversão do efeito inibitório da 

homocisteína sobre a atividade da Na+,K+-ATPase “in vivo”, seria interessante 

desenvolver mais estudos sobre a suplementação de alanina, com o objetivo de verificar 

um possível benefício de seu uso na dieta dos pacientes homocistinúricos. 

A partir desses dados, sugere-se que a Na+,K+-ATPase tem um sítio de ligação 

comum para esses aminoácidos e que a inibição da enzima depende da hidrofobicidade 

do ligante. Esses dados estão de acordo com outros estudos, onde foi demonstrado que a 

inibição da Na+,K+-ATPase depende da hidrofobicidade da molécula (CARFAGNA e 

MUHOBERAC, 1993).  

Considerando que a Na+,K+-ATPase é inibida por radicais livres (LEES, 1991; 

DOBROTA et al., 1999), principalmente pela oxidação de grupos –SH (YUFU et al., 

1993), e que a homocisteína induz a produção de EROs, como o ânion superóxido e o 

peróxido de hidrogênio (HOGG, 1999), realizamos outros experimentos com o objetivo 

de identificar possíveis efeitos inibitórios indiretos “in vitro” da homocisteína sobre a 

atividade da Na+,K+-ATPase causada pela homocisteína. Para esses experimentos, foram 

utilizados homogeneizados de hipocampo de ratos, que contêm toda a maquinaria 

celular, diferentemente da membrana plasmática sináptica purificada. As atividades da 

Na+,K+-ATPase e da Mg2+-ATPase foram determinadas em membrana plasmática 

sináptica preparada após 1 hora de incubação dos homogeneizados de hipocampo com 

homocisteína e metionina. 

 Verificou-se que a incubação de homogeneizados de hipocampo com 

homocisteína (1,0 mM) inibiu a atividade da Na+,K+-ATPase e não alterou a atividade 
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da Mg2+-ATPase. Por outro lado, a incubação de homogeneizados de hipocampo com 

metionina (1,0 mM) não alterou a atividade das ATPases. Considerando que a 

homocisteína induz a produção de radicais livres (HOGG, 1999) e que a Na+,K+-ATPase 

é sensível ao estresse oxidativo (LEES, 1991; YUFU et al., 1993; DOBROTA et al., 

1999), testamos o efeito de antioxidantes (enzima superóxido dismutase (SOD), 

glutationa reduzida (GSH), cisteína, ditiotreitol (DTT) e trolox) e de gangliosídeos GM1 

sobre a inibição da Na+,K+-ATPase causada pela homocisteína. Verificou-se que os 

antioxidantes e o gangliosídeo GM1 não alteraram a atividade da Na+,K+-ATPase. 

Nossos resultados mostraram que antioxidantes que impedem a oxidação de grupos –SH 

das proteínas (GSH, cisteína e DTT) e a SOD preveniram a inibição da atividade da 

Na+,K+-ATPase causada pela homocisteína. Esses dados sugerem que a homocisteína 

inibe a atividade da Na+,K+-ATPase por oxidação dos grupos –SH e que o ânion 

superóxido e outros radicais livres derivados provavelmente também estão envolvidos 

na inibição da enzima. 

Por outro lado, o trolox, antioxidante que atua inibindo a lipoperoxidação, não 

preveniu o efeito inibitório da homocisteína sobre a atividade da enzima. Esse resultado 

sugere que a inibição da atividade da Na+,K+-ATPase não ocorreu por lipoperoxidação. 

Além disso, o gangliosídeo GM1, considerado um agente neuroprotetor (AVROVA et 

al., 1999), preveniu o efeito inibitório da homocisteína sobre a atividade da Na+,K+-

ATPase. 

Nossos trabalhos, em conjunto, mostraram que a administração crônica de 

homocisteína inibiu a atividade da Na+,K+-ATPase em membrana plasmática sináptica 

de hipocampo de ratos. A homocisteína e a metionina também inibiram a atividade dessa 

enzima “in vitro”. Além disso, a pré-incubação de homogeneizados de hipocampo com 
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homocisteína, mas não com metionina, também inibiu a atividade da Na+,K+-ATPase, e 

foi prevenida por alguns antioxidantes e pelo gangliosídeo GM1. 

O funcionamento normal do sistema nervoso central depende da atividade da 

Na+,K+-ATPase, a redução da atividade dessa enzima pode provocar dano neuronal 

(LEES, 1990) e a inibição da atividade da Na+,K+-ATPase pode estar parcialmente 

relacionada com a disfunção neurológica característica dos pacientes homocistinúricos. 

O efeito da homocisteína e da metionina sobre o metabolismo energético em 

hipocampo de ratos também foi investigado. Sabe-se que a diminuição na energia pode 

estar envolvida na fisiopatologia de algumas doenças neurodegenerativas, como as 

doenças de Alzheimer, Parkinson e Huntington, isquemia cerebral e esclerose 

amiotrófica lateral (BRENNAN et al., 1985; BEAL, 1992; HEALES et al., 1999; 

BLASS, 2001; SCHURR 2002) e também de alguns EIM, como a fenilcetonúria (RECH 

et al., 2002), acidemia metilmalônica (WAJNER et al., 1992) e hiperargininemia 

(DELWING et al., 2003). Sabe-se também que uma diminuição no funcionamento da 

cadeia respiratória mitocondrial leva à redução da produção de ATP (HEALES et al., 

1999) e que danos mitocondriais estão envolvidos com a morte celular por diminuição 

na produção de energia (ANKARCRONA et al., 1995). Além disso, a homocisteína é 

considerada um fator de risco para algumas doenças neurodegenerativas, como as 

doenças de Alzheimer e Parkinson, além da isquemia cerebral (MATTSON et al., 2002). 

Baseado no fato de que uma diminuição no metabolismo energético está 

relacionada com doenças neurodegenerativas e que os pacientes homocistinúricos 

apresentam disfunções neurológicas, verificamos o efeito da administração crônica de 

homocisteína sobre alguns parâmetros de metabolismo energético em hipocampo de 

ratos. O efeito do tratamento crônico com homocisteína foi investigado sobre a produção 

 87



de CO2 a partir de acetato (avaliação do ciclo de Krebs), produção de lactato (avaliação 

do metabolismo anaeróbico), consumo de glicose e as atividades das enzimas da cadeia 

respiratória mitocondrial succinato desidrogenase e citocromo c oxidase (complexo IV). 

Nossos resultados mostraram que a administração crônica de homocisteína 

diminuiu a produção de CO2 e o consumo de glicose, mas não alterou a produção de 

lactato. Esses dados sugerem que, provavelmente, houve uma diminuição da glicólise 

aeróbica e do ciclo de Krebs e, conseqüentemente, do consumo de glicose. A produção 

de lactato não foi alterada provavelmente porque o consumo de glicose também 

diminuiu. 

O tratamento crônico com homocisteína também alterou o funcionamento da 

cadeia respiratória mitocondrial, inibindo significativamente a atividade das enzimas 

succinato desidrogenase e citocromo c oxidase de hipocampo de ratos. A diminuição na 

atividade dessas enzimas pode explicar a diminuição do consumo de glicose e da 

produção de CO2 (ciclo de Krebs) observadas com o mesmo tratamento. 

Com o objetivo de investigar o efeito direto da homocisteína sobre o 

metabolismo energético cerebral, estudamos o efeito “in vitro” da homocisteína sobre 

alguns parâmetros do metabolismo energético (produção de CO2, produção de lactato, 

consumo de glicose e atividade da enzima citocromo c oxidase) em hipocampo de ratos. 

O efeito “in vitro” da metionina sobre os mesmos parâmetros de metabolismo 

energético cerebral também foi investigado. 

 Nossos resultados mostraram que a homocisteína inibiu a produção de CO2, 

com inibição máxima de 35%, na concentração de 500 µM. A metionina, por sua vez, 

inibiu a produção de CO2 em 30%, na concentração de 2,0 mM. Os dois aminoácidos 
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inibiram a produção de CO2 de forma dose-dependente. Além disso, a homocisteína e a 

metionina não alteraram o consumo de glicose em hipocampo de ratos. Por outro lado, a 

homocisteína e a metionina aumentaram a produção de lactato “in vitro” em hipocampo 

de ratos, em 30% e 40%, respectivamente. O aumento na produção de lactato provocado 

por ambos aminoácidos também ocorreu de forma dose-dependente. Por fim, 

verificamos que a homocisteína inibiu a atividade da citocromo c oxidase, enzima 

marcadora da fosforilação oxidativa, em torno de 30%, de forma dose-dependente, 

enquanto que a metionina não alterou a atividade dessa enzima. 

 Sabe-se que a redução do metabolismo energético no cérebro pode ter várias 

conseqüências, como a diminuição da síntese de neurotransmissores (acetilcolina, 

glutamato, aspartato e GABA) e lipídios, e podem levar a dano neurológico (HERTZ e 

PENG, 1992). A diminuição do metabolismo energético também pode diminuir a 

recaptação de glutamato pelas células glias e pelos neurônios, causando um acúmulo 

excessivo de glutamato na fenda sináptica e levando à excitotoxicidade 

(HENNEBERRY et al., 1989; SCHINDER et al., 1996; NOVELLI et al., 1998). A 

diminuição do metabolismo energético pode ser um dos mecanismos pelos quais a 

homocisteína causa morte neuronal por superestimulação de receptores do tipo NMDA 

(KIM e PAE, 1996). 

A citocromo c oxidase é o complexo IV da cadeia respiratória mitocondrial, e 

catalisa a transferência de elétrons do citocromo c para o O2 (CAPALDI, 1995). Por isso, 

uma inibição na atividade dessa enzima pode levar à redução incompleta do O2 e, por 

conseqüência, à formação de radicais livres e diminuição da produção de ATP 

(MILATOVIC et al., 2001; GUPTA et al., 2002). A inibição da cadeia respiratória 

mitocondrial pode ser muito prejudicial ao tecido cerebral, já que no cérebro a 
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fosforilação oxidativa é muito ativa e importante (DI DONATO, 2000). Nesse contexto, 

foi demonstrado que a homocisteína altera a expressão mitocondrial de genes de 

proteínas da cadeia respiratória, além de modificar a estrutura e função das mitocôndrias 

em cultura de células humanas, inibindo as taxas de crescimento celular e de respiração 

mitocondrial (AUSTIN et al., 1998). Além disso, a diminuição na atividade das enzimas 

succinato desidrogenase e citocromo c oxidase, causada pela homocisteína “in vivo” e 

“in vitro”, pode ser muito prejudicial ao tecido cerebral. Além disso, vários estudos 

demonstram que a homocisteína provoca injúria celular (HARKER et al., 1974, 1983; 

HLADOVEC, 1979; WALL et al., 1980; DE GROOT et al., 1983; STARKEBAUM e 

HARLAN, 1986; HULTBERG et al., 1995).  

Nossos resultados mostram que os animais submetidos ao modelo químico 

experimental de hiperhomocisteinemia apresentam uma diminuição do metabolismo 

energético no cérebro. Além disso, a homocisteína e a metionina causaram uma 

diminuição no metabolismo energético cerebral “in vitro”. Nossos achados podem estar, 

portanto, parcialmente associados com sintomas neurológicos característicos dos 

pacientes homocistinúricos. 

O efeito da homocisteína sobre o estresse oxidativo também foi investigado em 

hipocampo de ratos. De forma semelhante às alterações do metabolismo energético no 

cérebro, o aumento do estresse oxidativo parece estar relacionado com a fisiopatologia 

de algumas doenças neurodegenerativas, como as doenças de Alzheimer, Parkinson e 

Huntington e esclerose múltipla e amiotrófica lateral (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 

1999) e em alguns EIM, como hiperprolinemia tipo II (DELWING et al., 2003), 

hiperargininemia (WYSE et al., 2001) e fenilcetonúria (KIENZLE-HAGEN et al., 

2002). 
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O tecido cerebral é muito sensível ao estresse oxidativo por várias razões, como 

o alto consumo de O2 por massa de tecido, altos níveis de ferro e o baixo nível de 

defesas antioxidantes (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). Sabe-se também que, na 

auto-oxidação da homocisteína, ocorre a formação de ERO, como o ânion superóxido e 

peróxido de hidrogênio (HOGG, 1999). Além disso, foi relatado que a homocisteína 

causa morte neuronal por produção de radicais livres (KIM e PAE, 1996). Por isso, 

resolvemos estudar o efeito “in vitro” da homocisteína sobre alguns parâmetros de 

estresse oxidativo em hipocampo de ratos, tais como a dosagem de substâncias reativas 

ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), potencial antioxidante total (TRAP) e as atividades 

das enzimas antioxidantes catalase, superóxido dismutase e glutationa peroxidase. A 

medida de TBARS é usada para avaliar a LPO, quando os lipídios sofrem ação de 

radicais livres. 

Nossos resultados mostraram que a homocisteína, em concentrações semelhantes 

àquelas encontradas em pacientes homocistinúricos, aumentou a quantidade de TBARS 

(de 100 a 500 µM) e diminuiu o TRAP (de 10 a 500 µM) “in vitro”, de forma dose-

dependente. A alteração desses dois parâmetros é um forte indicativo de indução de 

estresse oxidativo, já que o mesmo ocorre devido ao desequilíbrio entre a produção de 

radicais livres e as defesas antioxidantes. Verificamos também que a homocisteína não 

altera as atividades das enzimas antioxidantes catalase, superóxido dismutase e 

glutationa peroxidase “in vitro” em hipocampo de ratos. 

Nossos achados sugerem que a homocisteína pode aumentar a produção de 

radicais livres e diminuir a defesa antioxidante em hipocampo de ratos. Os danos 

neurológicos presentes em pacientes com homocistinúria podem ser parcialmente 
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explicados pelo aumento do estresse oxidativo. Além disso, evidências sugerem que os 

radicais livres também estão envolvidos com outras alterações características de 

pacientes homocistinúricos, tais como complicações vasculares e oculares (MALINOW, 

1990; CAVALCA et al., 2001; MUDD et al., 2001). 

Considerando que a homocisteína é um fator de risco para o aparecimento de 

algumas doenças neurodegenerativas, tais como as doenças de Alzheimer e Parkinson 

(MATTSON et al., 2002), e que os pacientes homocistinúricos freqüentemente 

apresentam um grau variado de retardo mental e de deficiências cognitivas, também 

investigamos, no presente trabalho, o efeito da hiperhomocisteinemia quimicamente 

induzida sobre o desempenho de ratos na tarefa do labirinto aquático de Morris, uma 

tarefa experimental utilizada para a avaliação da aprendizagem e memória espacial 

(D’HOOGE e DE DEYN, 2001).  

Os animais foram tratados cronicamente com homocisteína, do 6o ao 28o dia de 

vida. Quando completaram 60 dias de idade, foram submetidos às tarefas experimentais. 

A tarefa experimental do labirinto aquático de Morris foi realizada em um tanque 

circular, com 200 cm de diâmetro e 100 cm de altura, preenchido com água até 50 cm de 

profundidade. Para fins de avaliação do desempenho na tarefa experimental, o tanque foi 

dividido em quatro quadrantes imaginários. Os animais participaram de seis sessões de 

treino e uma sessão de teste. Durante a fase de treino, os animais participaram de sessões 

diárias, com o objetivo de encontrar uma plataforma submersa 2 cm abaixo da superfície 

da água, em quatro largadas. A sessão de teste foi realizada um dia depois da última 

sessão de treino. Para a sessão de teste, a plataforma foi removida, e os animais 

permaneceram no tanque por 60 segundos. Durante o teste, quatro parâmetros foram 

avaliados: o tempo para passar pelo lugar exato onde estava a plataforma, o número de 
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vezes que passou por onde estava a plataforma, o tempo gasto no quadrante alvo e o 

tempo gasto no quadrante oposto ao alvo (WARREN e JURASKA, 2000). 

Nossos resultados mostraram que os animais submetidos ao modelo químico 

experimental de hiperhomocisteinemia não apresentaram diferenças no tempo necessário 

para encontrar a plataforma submersa somente nas sessões de treino, ou seja, durante a 

fase de aquisição de memória, quando comparados com os animais controle. No entanto, 

os animais tratados cronicamente com homocisteína apresentaram maior dificuldade 

para aprender a tarefa. Também foi demonstrado que os animais tratados com 

homocisteína diferiram dos animais controles (tratados com salina) em um parâmetro 

verificado na sessão de teste, o número de vezes que passou por onde estava a 

plataforma. Esses dados sugerem que o tratamento crônico com homocisteína altera a 

memória espacial de referência, avaliada nessa tarefa comportamental.  

Após a realização da tarefa de memória espacial de referência, os animais 

permaneceram em repouso por uma semana. Os animais foram então submetidos à tarefa 

experimental para a avaliação da memória de trabalho, com o labirinto aquático de 

Morris. Os animais foram avaliados por quatro dias, e o tempo necessário para encontrar 

a plataforma submersa foi medido, em quatro largadas. Para a avaliação da memória 

espacial, o lugar da plataforma mudou todos os dias. Verificou-se que os animais 

tratados com homocisteína apresentaram diferenças significativas no tempo necessário 

para encontrar a plataforma, na terceira e na quarta largada, quando comparado com os 

controles. Nossos resultados também mostraram que os animais tratados com 

homocisteína apresentaram maior dificuldade para aprender a tarefa da memória de 

trabalho. 
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O efeito do tratamento crônico de homocisteína sobre a tarefa do campo aberto 

(NETTO et al., 1986) também foi realizado. Verificamos que os animais tratados com 

homocisteína não apresentaram diferença significativa nessa tarefa experimental, quando 

comparados com os animais controles (tratados com salina). Esse resultado é importante, 

pois mostra que os animais tratados com homocisteína não apresentaram deficiência 

motora, que poderia prejudicar o desempenho dos mesmos na tarefa do labirinto 

aquático de Morris. 

Nossos resultados mostram que o tratamento crônico com homocisteína 

provocou alterações comportamentais significativas, tanto na memória espacial de 

referência quanto na memória de trabalho. De forma semelhante, Reis e colaboradores 

(2002), demonstraram que a administração aguda de homocisteína também prejudicou a 

memória/aprendizagem (esquiva inibitória) em ratos. 

 Os achados do presente trabalho sugerem que a inibição da atividade da Na+,K+-

ATPase, a diminuição do metabolismo energético e o aumento do estresse oxidativo 

provocados pela homocisteina podem estar relacionados com a disfunção neurológica 

característica dos pacientes homocistinúricos. 
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1) Foi desenvolvido um modelo químico experimental de hiperhomocisteinemia em 

ratos, cujas concentrações plasmáticas de homocisteína foram semelhantes àquelas 

encontradas em pacientes homocistinúricos (0,4 a 0,5 mM). Os níveis cerebrais de 

homocisteína também aumentaram com esse tratamento. 

2) A administração crônica de homocisteína inibiu significativamente a atividade da 

Na+,K+-ATPase de membrana plasmática sináptica de hipocampo de ratos. A 

atividade da Mg2+-ATPase não foi alterada pelo mesmo tratamento. 

3) A administração crônica de homocisteína diminuiu significativamente a produção de 

CO2, captação de glicose e as atividades das enzimas succinato desidrogenase e 

citocromo c oxidase em hipocampo de ratos. A produção de lactato não foi alterada 

pelo mesmo tratamento. 

4) A administração crônica de homocisteína prejudicou significativamente a memória 

espacial de referência e de trabalho em ratos, avaliada no labirinto aquático de 

Morris. 

5) A homocisteína e a metionina in vitro não alteraram a atividade Mg2+-ATPase, mas   

inibiram significativamente a atividade da Na+,K+-ATPase de membrana plasmática 

sináptica de hipocampo de ratos, provavelmente atuando no mesmo sítio de ligação 

da enzima.  

6) A pré-incubação de homogeneizados de hipocampo de ratos com a homocisteína, mas 

não com a metionina, inibiu a atividade da Na+,K+-ATPase de membrana plasmática 

sináptica. A inibição da atividade da enzima foi prevenida por antioxidantes (enzima 

superóxido dismutase, glutationa reduzida, cisteína e ditiotreitol) e pelo gangliosídeo 

GM1, mas não pelo trolox. 
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7) A homocisteína e a metionina in vitro diminuiram significativamente a produção de 

CO2 e a captação de glicose, e aumentou a produção de lactato em hipocampo de 

ratos. 

8) A homocisteína, mas não a metionina, in vitro inibiu a atividade da enzima citocromo 

c oxidase. 

9) A homocisteína in vitro diminuiu o potencial antioxidante total (TRAP) e aumentou 

as substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS). As atividades das enzimas 

superóxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase não foram alteradas por esse 

aminoácido. 

 

O tratamento crônico com homocisteína causou inibição na atividade da Na+,K+-

ATPase e diminuição do metabolismo energético em hipocampo de ratos. Os animais 

tratados cronicamente com homocisteína também apresentaram diminuição de memória. 

A homocisteína e a metionina “in vitro” inibiram a atividade da Na+,K+-ATPase, 

diminuíram o metabolismo energético e aumentaram o estresse oxidativo em hipocampo 

de ratos. 
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Esse trabalho abre inúmeras oportunidades de novos estudos sobre a 

fisiopatologia da homocistinúria com o modelo químico experimental de 

hiperhomocisteinemia. Os principais estudos a serem seguidos são: 

 

1) Investigar o efeito dos tratamentos agudo e crônico com homocisteína sobre a 

atividade da Na+,K+-ATPase em outras estruturas do cérebro e no sangue de ratos. 

2) Investigar o efeito “in vitro” da homocisteína e da metionina sobre a atividade da 

Na+,K+-ATPase em outras estruturas do cérebro. 

3) Investigar o efeito dos tratamentos agudo e crônico com homocisteína sobre 

parâmetros de estresse oxidativo em cérebro e sangue de ratos. 

4) Investigar o efeito dos tratamentos agudo e crônico com homocisteína sobre a 

atividade da acetilcolinesterase em cérebro e sangue de ratos. 

5) Investigar o efeito “in vitro” da homocisteína e da metionina sobre a atividade da 

acetilcolinesterase em cérebro e sangue de ratos. 

6) Investigar o efeito da homocisteína sobre outros testes comportamentais. 

7) Investigar as atividades da Na+,K+-ATPase e acetilcolinesterase e parâmetros de 

estresse oxidativo em sangue de pacientes homocistinúricos. 
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