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RESUMO

A doenca de Lesch-Nyhan € um erro inato do metabolismo das purinas caracterizado
pela deficiéncia na enzima hipoxantina- guanina fosforibosiltransferase. O bloqueio dessa
reagcdo resulta no acumulo tecidual de hipoxantina, xantina e &cido urico. A doenga
caracteriza-se por hiperuricemia, variado grau de retardo mental e motor, espasticidade e
auto-mutilagao.

No sistema nervoso central, a Na*, K" - ATPase é responsavel pela manutencdo da
homeostase dos ions Na® e K, regulando o volume celular, a excitabilidade neuronal, o
transporte de neurotransmissores e outras moléculas. Evidéncias na literatura demonstram
que a redugdo na atividade da Na*, K* - ATPase esta relacionada com diversas doencas
neurodegenerativas, tais como isquemia cerebral e doengas de Parkinson e de Alzheimer.

No presente estudo, investigamos o efeito in vitro da hipoxantina, xantina e acido urico
sobre a atividade da Na®*, K'- ATPase em membrana plasmatica sinaptica de estriado de
ratos. Estudamos, também, a cinética de inibigdo causada pela hipoxantina e de interagao
entre hipoxantina, xantina e acido urico.

Nossos resultados demonstram que hipoxantina, xantina e &acido urico inibem
significativamente a atividade da Na®, K*- ATPase. O estudo dos mecanismos de inibigdo da
atividade enzimatica causados pela hipoxantina demonstrou um efeito inibitério nao
competitivo com o substrato ATP. Além disso, o estudo de interagdo cinética entre
hipoxantina, xantina e acido urico sugere que esses compostos atuem em um mesmo sitio
de ligagdo na enzima.

Verificamos, também, o efeito da preincubagdo de homogeneizado de estriado de ratos
na presencga de hipoxantina (10 uM) sobre a atividade da Na®, K’- ATPase de membrana
plasmatica sinaptica com a adi¢gdo ou nao de antioxidantes (glutationa e trolox), bem como

alguns parametros de estresse oxidativo denominados TBARS (medida de lipoperoxidagao)



e TRAP (capacidade antioxidante tecidual ndo-enzimatica) no intuito de verificar a
participacdo do estresse oxidativo nos mecanismos de inibicdo enzimatica provocados pela
hipoxantina. Os resultados monstraram que a hipoxantina inibe significativamente a atividade
da Na*, K- ATPase. Adicionalmente, nossos resultados demonstraram que glutationa, mas
nao o trolox, na concentragao de 1 mM, foi capaz de prevenir a inibicdo enzimatica causada
pela hipoxantina. Nossos resultados também mostraram que a hipoxantina, na mesma
concentragdo, aumentou TBARS e diminuiu TRAP que essa substancia induz o estresse
oxidativo.

E possivel que a inibicdo na atividade da Na*, K*- ATPase possa estar envolvida nos
mecanismos pelos quais as oxipurinas sdo neurotoxicas. Acreditamos que nossos resultados
possam contribuir, pelo menos em parte, na compreensdo da disfungdo neurolégica

encontrada em pacientes portadores da doenga de Lesch-Nyhan.



ABSTRACT

The Lesch-Nyhan (LN) disease is an inherited metabolic disorder of the purine
metabolism caused by a severe deficiency on hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase (HGPRT) activity, an enzyme involved on purine salvage,
resulting in tissue accumulation of hypoxanthine, xanthine and uric acid. Affected patients
present overproduction of uric acid, neurological disability, varying degrees of cognitive
desorder, choreoatetosis, spasticity, mental retardation. The most unusual feature is the
occurence of self-mutilation behavior, characterized by biting of the lips, tongue and fingers
with apparent tissue loss.

Na*, K' - ATPase is an enzyme embedded in the cell membrane, responsable for the
generation of the membrane potential through the active transport of sodium and potassium
ions in the central nervous system necessary to maintain neuronal excitability. Some
evidences demonstrated that the enzyme activity is inhibited in ischaemia, in epilepsy and in
many neurodegenerative disorders.

In the present study, we investigate the in vitro effect of hypoxanthine, xanthine and uric
acid on Na*, K" - ATPase activity in synaptic plasma membrane from rat striatum. We also
studies the kinetics of the inhibition caused by hypoxanthine and the interaction between
hypoxanthine, xanthine and uric acid.

Results show that hypoxanthine, xanthine and uric acid signifincantly inhibited Na®*, K* -
ATPase activity and also indicated that the inhibition of this enzime caused by hypoxanthine
was the non-competitive type. In addition, the horizontal straight line obtained in the resulting
competition plot indicates that the inhibitory activities of hypoxanthine, xanthine and uric acid
occur in a common site of the enzyme.

We also investigate the effect of preincubation of striatum homogenate in the presence of

hypoxanthine on Na*,K*-ATPase activity in synaptic plasma membrane of rats and the role



of the antioxidants glutatione (GSH) and trolox (soluble vitamin E) on the effects elicited by
hypoxanthine on the enzyme activity. In addition, we investigated some parameters of
oxidative stress namely total radical-trapping antioxidant parameter (TRAP) and thiobarbituric
acid-reactive substances (TBA-RS) in rat striatum.

Our results also show that hypoxanthine significantly inhibited Na*, K* - ATPase activity.
Post hoc analyses showed that GSH and trolox per se did not alter Na*,K*-ATPase activity.
However, when GSH was incubated in the presence of hypoxanthine, no effect on Na*, K*-
ATPase activity was detected, in contrast to trolox, which did not prevent the inhibition of the
enzyme activity elicited by hypoxantine. In order to confirm whether the inhibitory effect of
hypoxanthine on Na®, K'-ATPase activity could be attributed to decreased antioxidant
defenses, peroxidation of lipid membrane and/or oxidative stress. We verified that
hypoxanthine significantly increased TBA-RS and decreased TRAP, indicating oxidative
stress paticipation in the inhibitory effect elicit by hypoxanthine.

Since oxypurines concentrations in plasma of children with Lesch-Nyhan are the same
order of magnitude as those tested in vitro, the results suggest that reduction of Na*, K-
ATPase activity may contribute to the neurological dysfunction found in patients affected by

Lesch-Nyhan syndrome.
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PP-ribose-P: fosforibosilpirofosfato;
XA: &cido xantilico;
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1. INTRODUCAO

1.1. Erros Inatos do Metabolismo:

Em 1908, Sir Archibald Garrot introduziu o termo Erros Inatos do Metabolismo
(EIM) para as alteragdes genéticas que se manifestam pela sintese de uma proteina
anOmala, geralmente uma enzima, ou através da diminuigdo ou auséncia de sua
sintese, resultando no bloqueio da rota metabdlica envolvida. Como consequéncia,
podem ocorrer tanto o acumulo de metabdlitos toxicos como a falta de produtos

essenciais, ambos com doenga subsequente (BICKEL, 1987).

Os EIM apresentam-se relativamente frequentes em seu conjunto, podendo
atingir 1 em cada 100 recém-nascidos vivos (GIUGLIANI, 1988). Até o momento,
foram descritos mais de 500 EIM (SCRIVER et al, 2001), envolvendo processos de

transporte, armazenamento e sintese de biomoléculas.

O tratamento dos EIM é mais bem sucedido quanto mais precoce for o seu
diagnostico e pode ser abordado de diferentes formas:

1) Limitando a entrada do precursor (como por exemplo, na fenilcetonuria atraves
do controle da ingesta de fenilalanina);

2) Suplementando o metabdlito ausente (como por exemplo, no hipotireoidismo,
administrando-se tiroxina);

3) Inibindo o acumulo de determinada substéancia;



4) Controlando fatores desencadeantes;

5) Aumentando a atividade enzimatica (através do aumento de piridoxina na
homocistinuria);

6) Inibindo a formagao da substancia acumulada (como no caso da gota, através
da inibicdo da xantina oxidase com alopurinol);

7) Suplementando a proteina ndo enzimatica deficiente;

8) Suplementando a enzima deficiente.

Os EIM envolvem as mais diferentes areas do metabolismo, conforme
demonstrado na Tabela 1. Dentre os erros inatos do metabolismo das purinas,
destaca-se a sindrome de Lesch-Nyhan, caracterizada pela deficiéncia na enzima
hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase, resultando em acumulo tecidual de

hipoxantina, xantina e acido urico (JINNAH & FRIEDMANN, 2001).



TABELA 1 — CLASSIFICACAO DOS ERROS INATOS DO METABOLISMO (EIM) DE

ACORDO COM AS AREAS DO METABOLISMO ENVOLVIDAS:

EIM dos aminoacidos

EIM dos acidos organicos
EIM das purinas e pirimidinas
EIM dos glicidios

EIM dos lipidios

EIM dos glicosaminoglicanos
EIM das glicoproteinas

EIM das enzimas eritrocitarias
EIM dos metais

EIM das lipoproteinas

EIM dos horménios

EIM das proteinas plasmaticas



1.2.ERROS INATOS DO METABOLISMO DAS PURINAS

1.2.1. Metabolismo das Purinas

As principais bases puricas encontradas nas células sdo adenina e guanina, as
quais podem formar nucleosideos através da incorporacdo de ribose ou 2-
desoxirribose ao anel purinico. A adicdo de ésteres de fosfato nesses nucleosideos
resulta na formacdo de nucleotideos purinicos o0s quais desempenham um
importante papel no metabolismo celular (CORY, 1998), dentre as quais podemos
destacar:

a) Papel no metabolismo energético celular, tendo em vista que o ATP ¢é a

principal fonte energética;

b) Constituintes monomeéricos dos acidos nucléicos;

c) Mediadores fisiologicos, exercendo papeis de segundos mensageiros;

d) Componentes de coenzimas;

e) Efetores alostéricos.

Paralelamente, outra classe de derivados purinicos, as oxipurinas tais como
hipoxantina e xantina apresentam um importante papel no metabolismo celular
(BALIS, 1976). As estruturas moleculares das bases purinicas e oxipurinas podem

ser observadas na figura 1.
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O fornecimento de purinas para pool celular depende das vias de sintese de
novo, recuperagao ou através da degradagao de nucleosideos exdgenos. A via de
sintese de novo das purinas consiste em diversos passos metabdlicos, utilizando
grande quantidade de ATP celular para fornecimento de energia (ROSSITER &

CASKEY, 1995).

A biossintese de novo inicia com a doagao de um grupo amino pela glutamina ao
fosforibosilpirofosfato  (PP-ribose-P), resultando em 5-fosforribosilamina, com
subsequente adicdo de 3 moléculas do aminoacido glicina e hidrolise de uma
molécula de ATP. Posteriormente, ocorre a doagao de um nitrogénio a partir da
glutamina e liberagdo de 5-aminoimidazol ribonucleotideo. Um grupamento carboxila
€ incorporado a partir do bicarbonato presente nas solugbes aquosas,
concomitantemente com o grupamento amina proveniente do aspartato e do grupo
carboxila do N'’-formiltetraidrofolato, resultando na formagdo de inosinato (IMP)

(LEHNINGER et al., 1995).

A via de recuperacao utiliza hipoxantina, guanina e adenina como substrato para
a acao de fosforribosiltransferases. Essas enzimas transferem a ribose fosfato do
fosforibosilpirofosfato para a base purinica em presenga de magnésio. Adenina
fosforribosiltransferase (APRTase) converte adenina em AMP, enquanto a enzima
hipoxantina — guanina fosforribosiltransferase (HGPRT) age sobre hipoxantina ou
guanina para formar IMP ou GMP, respectivamente. Essa rota de recuperagao
conserva energia e permite que as ceélulas formem nucleotideos a partir de bases

pré-existentes, tendo em vista que 90% das purinas livres geradas durante o



metabolismo intracelular provém da rota de salvacédo (JINNAH & FRIEDMANN,

2001).

Os niveis intracelulares de purinas também podem ser mantidos através da
incorporacado de purinas livres e nucleosideos produzidos no meio extracelular. A
incorporacado desses compostos depende da atividade das enzimas envolvidas na

rota de regeneragao das purinas.

A via de degradagao das purinas envolve as enzimas 5’-nucleotidase, purina
nucleosideo fosforilase, xantina oxidase, guanase e adenosina desaminase,
obtendo-se como produto final acido urico, o qual pode ser facilmente excretado
(VISSER at al.,, 2000, JINNAH & FRIEDMANN, 2001). Xantina pode ser obtida
através da degradagao da guanina pela enzima guanase ou pela agao da enzima
xantina oxidase sobre a hipoxantina. Xantina pode ser convertida em acido urico,
produto final do metabolismo das purinas, através da enzima xantina oxidase

(VISSER at al., 2000).

Hipoxantina, por sua vez, atua como um intermediario ativo nas células, podendo
ser degradada pela enzima xantina oxidase, formando xantina ou formar inosina
monofosfato (IMP) através da agdo da enzima hipoxantina-guanina
fosforibosilpirofosfato. Esta reacdo é responsavel pela manutencdo do “pool” de
hipoxantina intracelular, o qual sera utilizado na conversao de produtos Uteis para as

células (BALIS, 1976).



Uma visdo geral da rota de sintese e degradacdo das purinas pode ser

observada na figura 2.
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Figura 2: Rotas do metabolismo das purinas. Abreviagdes utilizadas: HGPRT,
hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase; ADP, adenosina difosfato; AMP, adenosina
monofosfato; ATP, adenosina trifosfato; GA, guanase; GDP, guanina difosfato; GMP,
guanosina monofosfato; GTP, guanosina trifosfato; Gly: glicina; IMP, inosina monofosfato;
PP-ribose-P, fosforibosilpirofosfato; XO, xantina oxidase; 5'NT: 5°- nucleotidase; ADA:
adenosina desaminase; AK: adenosina kinase; APRT: adenina fosforibosiltransferase; AS:
adenina succinato; ASL: adenina succinato sintase/liase; XA: acido xantilico, IDH: IMP

desidrogenase.



1.2.2. Hipoxantina-Guanina Fosforibosilpirofosfato (E.C. 2.4.2.8)

A enzima hipoxantina-guanina fosforibosilpirofosfato (HGPRT) é responsavel
pela transferéncia da fosforibose presente na molécula de PP-ribose-P para a
posicdo nove da hipoxantina ou guanina, tem peso molecular de 24.470 Da, com
aproximadamente 218 aminoacidos por mondmero (ROSSITER & CASKEY, 1995).
Adicionalmente, estudos sugerem o envolvimento da HGPRT no metabolismo do

acido ribonucléico (RNA) (HENDERSON, 1965).

A HGPRT é composta por duas subunidades (O / ), aparentemente

idénticas. Sua cinética de reagdo segue um mecanismo complexo e dependente do
ion Mg 2* Os substratos enzimaticos principais sdo hipoxantina, guanina e PP-
ribose-P, entretanto alguns trabalhos sugerem que a HGPRT tem pouca afinidade

pela xantina (SEEGMILLER, 1976).

A HGPRT apresenta-se amplamente distribuida nos tecidos, especialmente no
sistema nervoso central, sendo que, particularmente, os ganglios da base sao
dependentes da atividade dessa enzima para manutencdo dos niveis de purinas
teciduais através da via de reutilizagdo (MORIWAKI et al., 1999, VISSER, 2000).

Uma relagéo entre o estagio de desenvolvimento neonatal e a atividade da HGPRT



tem sido demonstrada, principalmente entre o nascimento e a terceira semana de

vida (ROSSITER & CASKEY, 1995).

Mutacbes génicas levam a perda parcial ou total da atividade da HGPRT,
apresentando redugéo acentuada na afinidade por hipoxantina, guanina e PP-ribose-
P, com consequente acumulo desses compostos (SEEGMILLER, 1976, ROSSITER

& CASKEY, 1995).

Tendo em vista a vital importancia dos compostos purinicos e da atividade da
enzima HGPRT para o metabolismo das purinas, defeitos enzimaticos ou na via de
regeneracdo das purinas resultam em sindromes. Dentre elas, ressalta-se a
sindrome de Lesch-Nyhan a qual é caracterizada pela deficiéncia na enzima
HGPRT, pelo acumulo tecidual de oxipurinas e por pronunciadas alteragdes no

sistema nervoso central (JINNAH & FRIEDMANN, 2001).

1.3. LESCH -NYHAN

1.3.1 Conceito e Histoérico

A sindrome de Lesch-Nyhan €& um erro inato do metabolismo associado a
heranga autossémica recessiva ligada ao sexo. Caracteriza-se pela deficiéncia na
enzima hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase (HGPRT, E.C. 2.4.2.8) a qual
catalisa a conversdo de hipoxantina e guanina em seus respectivos nucleotideos

IMP e GMP, consequentemente a hipoxantina ndo pode ser convertida a IMP



(NYHAN, 1978, MATEOS et al., 1991, VISSER at al., 2000, JINNAH & FRIEDMANN,
2001). Além disso, ocorre um aumento da via de sintese de novo das purinas
decorrente da ineficiéncia na rota de regeneracéo (TORRES-JIMENEZ et al., 1998).
Essas alteragdes acarretam o acumulo tecidual de hipoxantina, xantina e acido urico.

A figura 3 demonstra, esquematicamente, a rota acima citada.

Lesch-Nyhan

GTPS GDP Giv\P IMP ——> AMP < ADP< ATP
Guanosina H%T
' N
Guanina HlpoxIxntlna I
A Xantina I

Acido Urico I

Figura 3: Sindrome de Lesch-Nyhan. Abreviagdes utilizadas: HGPRT,
hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase; ADP, adenosina difosfato; AMP,

adenosina monofosfato; ATP, adenosina trifosfato; GA, guanase; GDP, guanina



difosfato; GMP, guanosina monofosfato; GTP, guanosina trifosfato; IMP, inosina

monofosfato; PP-ribose-P, fosforibosilpirofosfato; XO, xantina oxidase.

O primeiro caso da doenca foi publicado em 1964 por Lesch e Nyhan os quais
descreveram dois irmaos apresentando hiperuricemia e alteragdes neuroldgicas,
incluindo disfungdo motora e automutilagdo (LESCH & NYHAN, 1964). Entretanto a
relacdo entre a deficiéncia na atividade da HGPRT e a doenga de Lesch-Nyhan
somente foi demonstrada em 1967 (SEEGMILLER et al., 1967). Atualmente, a
doenga de Lesch-Nyhan apresenta incidéncia aproximada de 1/ 100.000 nascidos
vivos (DeANTONIO et al., 2002).

1.3.2 Sinais e Sintomas

Os sintomas clinicos da doenga parecem estar relacionados com a atividade
residual da enzima HGPRT. Pacientes com pelos menos 8% da atividade enzimatica
residual apresentam acentuada producao de acido urico, associada com nefrolitiase,
hiperuricemia e gota, enquanto pacientes portadores de atividades enzimaticas entre
1,5 e 8% em comparagao ao controle apresentam elevadas concentragbes de acido
urico plasmaticas, conjuntamente com alteragées neuroldgicas envolvendo os

sistemas piramidais e extrapiramidais (TORRES-JIMENEZ et al., 1998).

Pacientes portadores da sindrome de Lesch-Nyhan geralmente apresentam
atividade da HGPRT inferior a 1,5 %. Clinicamente essa doencga caracteriza-se por
retardo mental, alteragbes motoras e cognitivas, aliado a hiperuricemia, gota e a

automutilagéo, a qual é caracterizada por mordeduras de labios, lingua e dedos, com



aparente perda tecidual (HENDERSON, 1968, EDWARDS et al., 1979, JINNAH et

al., 1990).

Geralmente, as criancas afetadas por essa doenca parecem normais ao
nascimento, desenvolvendo as primeiras manifestagdes clinicas ao redor de 3 a 6
meses de vida (JINNAH & FRIEDMANN, 2001). A caracteristica mais notavel nesse

periodo € o atraso do desenvolvimento motor acompanhado de retardo mental.

Ao final do primeiro ano de vida, a maioria das criangas afetadas apresenta
transtornos extrapiramidais tais como distonia e coreoatetosis. No segundo ano apos
0 nascimento, aparecem as alteragdes piramidais tais como hiperflexia e hipertonia

dos musculos adutores das pernas (DeANTONIO et al., 2002).

A manifestacao clinica mais caracteristica € a automutilagdo, a qual ocorre em
85% dos casos da doenca (NYHAN, 1973). O desenvolvimento desse
comportamento inicia, aparentemente, no segundo ano de vida, e coincide com o
término de erupcédo da denticdo decidua. O comportamento automutilador tende a
diminuir com o aumento do autocontrole, ao redor dos 12 anos de idade. Os
pacientes portadores de Lesch-Nyhan possuem sensibilidade dolorosa e parecem

sofrer com essa conduta (VISSER at al., 2000, DeANTONIO et al., 2002).

No sistema nervoso central, estudos neuroquimicos demonstraram uma redugéo
seletiva do conteudo dopaminérgico no estriado, similares aqueles encontrados em

pacientes portadores do mal de Parkinson (VISSER et al., 2002). Todavia, a



correlacéo entre a deficiéncia na atividade da enzima HGPRT e a redugéo dos niveis
de dopamina n&o esta esclarecido. Autores sugerem que o estresse oxidativo estaria
envolvido no processo de deteriorizagao estriatal, através de um mecanismo similar
ao encontrado no mal de Parkinson. Além disso, a dependéncia estriatal da atividade
da HGPRT para a manutencdo dos niveis de purinas, aliado a diminuicdo dos
prolongamentos dos neurbnios dopaminérgicos poderiam contribuir para o
aparecimento dessa disfungdo (PAULMOR et al., 1989, LOEFFLER et al., 2000,

JINNAH & FRIEDMANN, 2001).

1.3.3 Patogénese

Diversas hipéteses foram formuladas para explicar os mecanismos envolvidos
na patogénese da Lesch-Nyhan, tais como estresse oxidativo, deficiéncia na sintese
de metabdlitos esséncias, aumento na sintese de novo das purinas e o acumulo de

metabdlitos toxicos (JINNAH & FRIEDMANN, 2001).

Evidéncias na literatura indicam uma relagéo entre a patogénese da sindrome
de Lesch-Nyhan e os metabdlitos acumulados na deficiéncia da HGPRT (GEDYE,
1992, MA et al., 2001). O marcante aumento na produgéo e excregao de acido urico,
assim como o acumulo das oxipurinas hipoxantina e xantina poderiam causar um
efeito toxico para o sistema nervoso central (KISCH et al., 1985, GEDYE, 1992, MA

et al., 2001, LOEFFLER et al., 2000, JINNAH & FRIEDMANN, 2001).



Evidéncias mostram que a hipoxantina e a xantina podem ligar-se a
receptores benzodiazepinicos e interferir na fungdo normal desses receptores
(TICKU & BURCH, 1980). Por outro lado, Geyde (1992) relacionou a elevada
concentragdao de xantina no plasma de pacientes com Lesch-Nyhan com o
desencadeamento de uma cascata de reagcdes que culminam com aumento
excessivo de acido quinolinico e quinurenina e a diminuicdo de serotonina e GABA.
Aliado a isso, Palmour e colaboradores (1989) demonstraram que o acumulo de

hipoxantina provoca deplecdo de dopamina em cultura de células neuronais.

Entretanto, os mecanismos pelos quais esses compostos atuariam no sistema
nervoso central e o papel dos mesmos no dano neurolégico presente na Lesch-

Nyhan ainda permanecem desconhecidos.

1.3.4. Achados laboratoriais

O diagnostico pré-natal pode ser realizado através da analise da atividade da
HGPRT em amostras de sangue e liquido amniético da gestante. Durante o primeiro
trimestre da gravidez, a composicdo do liquido amnidtico € similar aos fluidos
extracelulares do feto, sendo amplamente utilizado para o diagndstico de doengas
hereditarias. O risco de mortalidade para o feto durante a realizagdo da puncédo no
corddo umbilical é baixa (1,9%) durante a 20? semana de gestacédo e a os valores

obtidos para as concentra¢des de oxipurinas sao fidedignos (MATEOS et al., 1991).



Exames laboratoriais do conteudo de acido urico e presenga de cristais de acido
urico na urina sao realizados para confirmacédo do diagndstico. Criangas afetadas
pela sindrome de Lesch-Nyhan podem excretar de 20 a 70 mg de acido urico por

quilograma de peso corporal (SEEGMILLER, 1976).

A analise dos niveis séricos de 4acido urico, hipoxantina e xantina também
contribuem para a determinacdo do diagnodstico definitivo (SWEETMAN, 1968,
HARKNESS, 1988, PUIG et al.,, 1989, MATEOS et al.,, 1991). Os valores obtidos
para as oxipurinas em plasma individuos normais correspondem a 1,7 uM para
hipoxantina, 2,5 yM para xantina e 0,15 mM para acido urico. Em pacientes
portadores da sindrome de Lesch-Nyhan estas concentra¢cdes podem atingir valores
de 10 yM para hipoxantina, 2,5 uM para xantina e 0,7 mM para acido urico (PUIG et

al., 1989).

As concentragdes de hipoxantina e xantina também se encontram elevadas no
liquido cérebro-espinhal dos individuos portadores da doenga (SWEETMAN, 1968).
Entretanto, os valores de acido urico apresentam-se normais ou ligeiramente

elevados (VISSER at al., 2000, JINNAH & FRIEDMANN, 2001).

1.3.5. Tratamento

Em geral, as terapias usadas para a doenca de Lesch-Nyhan apresentam um

enfoque estritamente sintomatico. A fim de evitar as complicagdes renais, utiliza-se



alopurinol (5 a 10 mg/ kg/ dia), inibidor da enzima xantina oxidase, com o intuito de
diminuir a producdo de acido urico. Essa terapia € eficiente no tratamento da
hiperuricemia e nefrolitiase, entretanto ndo apresenta efeito sobre as manifestacbes
neuroldgicas e comportamentais da doenga. Além disso, € necessario o controle na

ingesta protéica (VISSER et al., 2000, DeANTONIO et al., 2002).

Alguns farmacos tém sido utilizados como alternativa de tratamento para as
alteragbes cerebrais caracteristicas da Lesch-Nyhan. Estudos demonstraram que o
uso de 5-hidroxitriptofano reduz a irritabilidade nos pacientes, porém provoca
sedacao e nao é eficaz para conter os impulsos automutiladores (DeANTONIO et al.,

2002).

O uso de adenina como alternativa terapéutica tem como objetivo diminuir a
sintese de novo das purinas e a sintese de acido urico, porém alguns autores
demonstraram o desenvolvimento de insuficiéncia renal durante o tratamento com

essa substancia (BUHRDEL et al., 1985).

O envolvimento do sistema dopaminérgico no desenvolvimento da Lesch-Nyhan
impulsionou o estudo do efeito de antagonistas de receptores dopaminérgicos D,
sobre as alteragdes neuroldgicas presentes na doencga. Todavia, os efeitos adversos
extrapiramidais provocados pelo bloqueio dos receptores D, do estriado

desaconselharam sua indicagdo (DeANTONIO et al., 2002).



Os problemas relacionados com o comportamento e, particularmente, as
manifestacdes autodestrutivas s&do muito dificeis de serem tratadas. Os esforgos
terapéuticos baseiam-se em exercicios de relaxamento, autocontrole frente as
situacbes estressantes e eletrochoque (OLSON & HOULIHAN, 2000). Técnicas de
reforco positivo para situacbes onde ndo exista comportamento automutilador
também s&o utilizadas (BULL & LaVECCHIO, 1978, OLSON & HOULIHAN, 2000,

DeANTONIO et al., 2002).

Do ponto de vista odontolégico, pulpotomia seguida da remogédo das coroas
dentarias (LEE et al., 2002), aliado ao uso de protetores bucais resinosos tém sido
indicados a fim de evitar a perda tecidual provocados pela automutilagao

(CUSUMANO et al., 2001, ROBEY et al., 2003, FARDI et al., 2003).

1.4. Na*, K" - ATPase (ATP fosfoidrolase, EC 3.6.1.3).

1.4.1. Histérico

As primeiras evidéncias da presenca de uma bomba capaz de translocar Na*
e K' através da membrana celular foram introduzidas por Dean em 1941 (DEAN,
1941). Estudos realizados em membrana de eritrocitos, na década de 60,
demonstraram que o efluxo de Na® era dependente das concentracdes extracelulares
de K", sugerindo uma correlagdo entre o transporte ativo de Na* e K* (KEYNES,

1974, GLYNN, 1993). Concomitantemente, demonstrou-se que o transporte de ions



Na® e K através dessa bomba iénica era inibido por glicosidios cardioténicos, tais

como ouabaina (SCHULL et al., 1985).

Em 1957, estudos indicaram que a Na®, K - ATPase possuia natureza
protéica e estava ligada a membrana plasmatica (SKOU & ESMANN, 1992).
Entretanto a identidade molecular dessa proteina somente foi demonstrada, em

1977, através de experimentos realizados em lipossomas (BOLDYREV, 1985).

A brilhante descoberta da enzima Na*, K* - ATPase e de seu papel de vital na
manutencao da viabilidade celular culminou com a condecoracgao através do Prémio

Nobel em Quimica, em 1997, entregue a Jeans C. Skou.

1.4.2. Conceito, Funcéo e Estrutura.

A bomba de Na' e K' é uma proteina integral de membrana, a qual é
essencial para o funcionamento normal de todas as células dos mamiferos. Esta
enzima é responsavel pelo transporte ativo dos ions Na* e K* através da membrana
plasmatica, utilizando a energia proveniente da hidrélise da ligacdo do fosfato

terminal do ATP (KAPLAN, 2002).

A estequiometria da reagcdo pode ser representada da seguinte forma:



—_—
3 Na* (intracel.) + 2 K* (extracel). + ATP + H,0

3 Na" (extracelular) + 2 K* (intracel.) + ADP + Pi

Trés cargas positivas sdo transportadas para o meio extracelular enquanto
apenas duas séao transportadas para o meio intracelular. Sendo assim, o trabalho
realizado configura-se como antiporte eletrogénico, produzindo um gradiente

eletroquimico através da membrana (LINGREL & KUNTZWEILER, 1994).

Um grande numero de funcgdes celulares estd acoplado a manutencao das
concentragdes intracelulares e extracelulares de Na® e K tais como controle do
volume celular, excitabilidade neuronal, atividade de enzimas citosdlicas, contragéo
muscular, além de auxiliar no movimento de outros ions e nutrientes através da

membrana (VASILETS & SHWARZ, 1993, BERTORELLO & KARTZ, 1995).

A hidrélise do ATP ativada por ions € caracteristica dos membros da classe
das ATPases tipo-P, na qual estdo contidas a Na*, K" - ATPase, H'-ATPase e Ca®'-
ATPase (KAPLAN et al. 2002, JORGENSEN et al., 2003). Esta familia de
transportadores também esta envolvida na homeostase iénica (HASLER et al, 2001).

Entretanto, somente a Na*, K - ATPase é inibida por glicosidios cardiotonicos.

A regulagéo da atividade da Na®, K* - ATPase é um processo complexo que
requer diferentes niveis de regulacéo, classificados em mecanismos de “curta

duragdo”, a qual envolve a agao de efetores na enzima presente na membrana



plasmatica, e mecanismos de “longa durag&o”, os quais provocam alteragbes na
taxas de sintese e/ou degradacdo enzimatica (BERTORELLO & KATZ, 1995,
CORNELIUS & MAHMMOUD, 2003). Atualmente, estudos tém sido realizados para
elucidar a regulagdo da Na®, K* - ATPase através de proteinas presentes nas
membranas celulares denominadas “fixit’, as quais sdo pequenas proteinas
hidrofébicas inseridas na membrana plasmatica e que, através da interagdo com o
complexo a/R da Na®, K" - ATPase, regulam a atividade dessa enzima (CRAMBERT

et al., 2002).

Quanto a estrutura, a Na*, K" - ATPase & um complexo enzimatico formado por
duas subunidades polipeptidicas principais (a e B), associadas covalentemente e
incorporadas no interior da bicamada lipidica (SKOU & ESMANN, 1992). Trabalhos
recentes tém demonstrado a presenga de uma terceira subunidade (y), a qual esta
presente, predominantemente, no tecido renal (THERIEN et al., 1997, PU et al.,
2002). A representagdo esquematica da Na®, K* - ATPase esta demonstrada na

Figura 4.

A subunidade a apresenta massa molecular de 112.000 Da e contém
aproximadamente 1012 aminoacidos e a ela estdo associadas as propriedades
cataliticas e transportadoras enzimaticas, bem como o sitio de ligagdo para
glicosidios cardioténicos e cations (VASILETS & SCHWARZ, 1993). Esta subunidade

€ composta por trés dominios citoplasmaticos: Dominio N (sitio de ligagao para os



nucleotideos), dominio P (sitio de fosforilagao) e dominio A (sitio catalitico associado

ao transporte de ions) (CORNELIUS & MAHMMOUD, 2003).

Até o presente momento, foram descobertas 4 isoformas da subunidade aq,
denominadas a 1, a 2, a 3 e a 4, distribuidas em diferentes propor¢des nos tecidos.
A isoforma a 1 estd amplamente distribuidas nas células, a 2 é predominante no
musculo esquelético, a 3 no tecido nervoso central (HABIBA et al.,, 2000) e a 4

presente seletivamente nos testiculos (BLANCO & MERCER, 2000).

Figura 4: Representagdo Esquematica da Na®, K* - ATPase inserida na

bicamada lipidica da membrana plasmatica.

A subunidade 3 apresenta massa molecular entre 40.000 e 60.000 Da e contém
em torno de 300 aminoacidos. As trés isoformas da subunidade 3 (31, 32, R3)

apresentam estruturas basicas compostas de uma regido citoplasmatica NH;-



terminal, segmento transmembrana, um largo dominio extracelular e 3 pontes
dissulfito (BLANCO & MERCER, 2000). Entretanto, estudos realizados em diferentes
tecidos demonstram uma baixa homologia entre as isoformas da subunidade 3
(SWEADNER, 1991). Essa subunidade parece atuar como chaperonina especifica,
favorecendo a correta insercdo do complexo all na membrana plasmatica, além de
aumentar a resisténcia contra protedlise e degradacao celular das subunidades a
recém sintetizadas (HASLER et al, 2001). A sensibilidade da Na*, K* - ATPase aos
ions Na* e K* é dependente da isoforma da subunidade B, devido a sua interferéncia
na ativagéo enzimatica desencadeada pela presencga extracelular do ion K" (LOPINA,

2001).

Evidéncias sugerem que a redugdo nas ligacbes dissulfito presentes na
subunidade R provoca uma diminuicdo na atividade da Na®, K' - ATPase
(SWEADNER, 1991). Além disso, no sistema nervoso, a subunidade B parece estar

relacionada coma adeséo celular (GLOOR et al., 1990).

A subunidade y € um peptideo com massa molecular de 7.4 kDa, o qual esta
ligada a Na*, K" - ATPase em algumas regiées do nefron (LOPINA, 2001). Estudos
demonstraram que a adigdo subunidade y presente na enzima altera sua afinidade
por cations monovalentes, indicando que essa subunidade tem uma fungao
moduladora sobre enzima (ARYSTARKHOVA et al., 1999). Entretanto sua presenca
parece nao ser essencial para a fungcéo enzimatica (THERIEN et al., 1997).

1.4. 3. Mecanismo de Acéo.



Os alicerces para o entendimento dos mecanismos de acdo da Na*, K* - ATPase
foram embasados em estudos sobre os mecanismos de transporte de cations,
propriedades bioquimicas dos metabdlitos intermediarios da fosfoenzimas e
mudancgas conformacionais em proteina dependentes da fosforilagdo enzimatica
(KAPLAN, 2002, JORGENSEN et al., 2003). As reagdes enzimaticas, baseadas nos
mecanismos de Albert — Post, envolvem o0s seguintes passos (adaptado de

JORGENSEN et al., 2003):

a) E2 [2K] <> E1 2K + ATP <> ATP - E1 + 2K" ¢t
b) ATP - E1+ 3 Na' ¢t <> E1 ATP 3Na”

c) E1 ATP 3Na* «> E; — P[3Na] + ADP

d) E1 — P[3Na] + ADP <> E; — P[2K] + 2Na" exc
e) Ex — P[2Na] + 2K xc <> E2 — P[2K] + 2Na" ¢

f) Eo— P[2K] <> E2[2K] + Pi.

Ao fim dessa seqléncia de reacgdes, em condi¢cdes normais de funcionamento,
a enzima transporta 3 ions sédio para o meio extracelular e 2 ions potassio para o

meio intracelular para cada molécula de ATP hidrolisada (GLYNN, 1993).

O mecanismo de reacdo € dependente de dois estados conformacionais de
pendentes de fosforilacdo. Estado conformacional E,, forma fosforildada, com alta

afinidade por K e baixa afinidade por Na® e estado conformacional E4, forma



desfoforilada, com alta afinidade por Na* e baixa afinidade por K* (GLYNN, 1993).
Inicialmente, K" é liberado na porcdo intracelular, acompanhado de mudancga
conformacional E, para Ei. Ocorre a ligacdo de 3 ions Na® em um sitio de alta
afinidade para o Na* na porgéo citoplasmatica da enzima. Nesse momento, ocorre a
ligacdo do ATP em seu sitio de ligagdo e consequente fosforilagdo, aliada a
mudanga conformacional enzimatica. A fosforilagéo facilita a oclusdo dos 3 ions Na*
na molécula da enzima e seu transporte para o meio extracelular.

Apos a liberagdo dos ions Na*, ha mudanca do estado conformacional E; para
E,. O ion K* se liga em um sitio na porgdo extracelular e esta ligagao transfere o
grupo fosfato liberado para a agua (formando o fosfato inorganico). A enzima é
desfosforilada, liberando o ion K* na porgéo intracelular, dando reinicio ao ciclo
(JORGENSEN et al., 2003). O mecanismo de acdo da Na’, K' - ATPase esta

esquematizado na figura 5.



EXTRACELLULAR Start here and

FLUID continue clockwise. ) Binding of cytoplasmic Na*
—J to the protein stimulates
) K* is released and Na* oaf | Yoo phosphorylation by ATP.

sites are receptive
agaln; the cycle repeats.

ﬂ Phosphorylation
causes the protein
to change its
conformation.

(+)

ﬂ Loss of
phosphate
restores
original
confor-
mation.

[Na] high

© K* binding \ ' change expels Na*
triggers release of (& to the outside, and
phosphate group. [K] low extracellular K* binds.

C1000 Addison Wesley Longman, inc

Figura 5: Mecanismo de ag&o da enzima Na*, K* - ATPase.




1.4.4. Na*, K* - ATPase e Sistema Nervoso Central.

A Na’, K" - ATPase é a enzima responsavel pelo transporte ativo de sddio e
potassio no sistema nervoso central, necessario para a manutengcdo do gradiente
ibnico e excitabilidade neuronal (ERCINSKA & SILVER, 1994), assim como para a
diferenciacdo e a sobrevivéncia celular (YU, 2003). Ela esta presente em grandes
quantidades nos neurbnios (BOLDYREV, 1985), assim como nas células gliais
(KWON et al., 2003). Esta enzima consome 40 — 50% do ATP formado no cérebro e
sua atividade esta relacionada com a fluidez de membrana (ERICINSKA & SILVER,

1975).

Estudos na literatura demonstram uma significante inibigdo na atividade da
Na®, K* - ATPase causada por glicosidios carditdnicos tais como a digoxina e
ouabaina (LINGREL & KUNTZWEILER, 1994). Evidéncias também demonstram que
a prolongada inibicdo dessa enzima causada pela ouabaina favorece a morte celular
(CAPELLA et al., 2001). Neste contexto, Lees e colaboradores (1993) demonstraram
que altas doses de ouabaina (1mM), quando injetadas intracerebralmente, produzem
necrose celular, enquanto baixas doses de ouabaina (0,1 mM) provocam danos
neurdnio-seletivos. Todavia, concentragdes de ouabaina ao redor de 0,1 yM nao sao
capazes de afetar a homeostase do ion K* e a viabilidade celular (XIAO et al., 2002

b).



Atualmente, uma nova familia de inibidores endogenos da Na*, K™ - ATPase,
sintetizada a partir de esterdides produzidos na glandula pineal esta sendo alvo de
estudo. Entretanto, ainda n&o esta elucidado sua acéo sobre as diferentes isoformas
da enzima e a acado desses compostos sobre a atividade enzimatica cerebral

(LINCHTSEIN & ROSEN, 2001).

A inibicdo da atividade da Na®, K' - ATPase esta relacionada a diversas
patologias do sistema nervoso central tais como isquemia cerebral (WYSE et al.,
2000), epilepsia (GRISAR, 1984), Parkinson (KUMAR & KURUP, 2002) e em outras
doengas neurodegenerativas (LEES, 1993). Renkawek e colaboradores (1992)
demonstraram que uma reducao de 40% na atividade enzimatica em cortex cerebral
de ratos neonatos esta envolvida em processos convulsivantes e encefalopatia
espongiforme. Além disso, outros estudos demonstraram que a inibicdo da Na*, K" -
ATPase na presenca de um insulto celular n&o letal, ativa a cascata apoptotica injuria
neuronal, provavelmente pela alteragdo na homeostase do ion K* (WANG et al.,

2003).

O efeito inibitorio de radicais livres sobre a atividade da Na*, K" - ATPase tem
sido relacionada com o dano neuronal (DOBROTA et al., 1999). Evidéncias na
literatura demonstraram que 4-hidroxinonenal, produzido durante a peroxidacao das
membranas celulares, liga-se aos grupamentos sulfidrila da Na®, K* - ATPase
provocando diminuigdo na atividade enzimatica (SIEMS et al., 1996; MARK et al.,

1997).



Adicionalmente, a inibigdo da Na®, K* - ATPase induz a liberagdo de
neurotransmissores, dentre eles o glutamato, o qual esta envolvido na morte
neuronal (WESTERINK et al, 1990). Stelmashook e colaboradores (1999)
demonstraram que a diminuicdo na atividade enzimatica em cultura de células
neurogliais de cerebelo acarreta o acumulo de glutamato, hiper-estimulagcdo de
receptores glutamatérgicos e o aumento do influxo dos fons Ca®** e Na*, provocando

dano celular.

Estudos in vitro e in vivo tém demonstrado que alguns aminoacidos inibem a
atividade da Na*, K* - ATPase em membrana plasmatica sinaptica cerebral (WYSE
et al., 1995, SILVA et al.,, 1999, PONTES et al., 1999, STRECK et al., 2002a,
ZUGNO et al., 2003, FRANZON et al., 2003). Wyse e colaboradores demonstraram
que a hiperfenilalaninemia experimental crénica reduz a atividade da Na*, K* -
ATPase. A administragdo de homocisteina (STRECK et al., 2002 a) e prolina
(PONTES et al, 1999) também inibem a atividade dessa enzima. Adicionalmente,
estudos mostraram que o guanidinoacetato e outros compostos guanidinicos in vitro

inibem a atividade da Na®, K" - ATPase em estriado de ratos (SILVA et al., 1999,

ZUGNO et al., 2003).



1.5. OBJETIVOS

Partindo da observacéo que: a) a Na*, K*- ATPase é uma enzima crucial para
o funcionamento normal do sistema nervoso central; b) os pacientes portadores da
Lesch-Nyhan apresentam disfungdes neurolégicas e uma diminuigdo nos niveis de
dopamina similares aqueles encontrados em pacientes com a doenga de Parkinson;
d) Na*, K'- ATPase esta diminuida em cérebro de pacientes com a doenca de
Parkinson; €) evidéncias na literatura mostram que as oxipurinas, em concentragdes
semelhantes as encontradas em pacientes com Lesch-Nyhan, possuem efeitos
neurotoxicos; f) ndo ha relatos na literatura relacionando substancias acumuladas na
Lesch-Nyhan e a atividade da Na*, K’- ATPase, cremos ser importante investigar o
efeito in vitro de substancias acumuladas na Lesch Nyhan sobre a atividade da Na®,
K*- ATPase em estriado de ratos neonatos. Portanto, o presente trabalho tem como

objetivos:

1. Verificar o efeito in vitro das substancias acumuladas na Lesch-Nyhan,
hipoxantina, xantina e &acido Urico, sobre a atividade da Na®, K'- ATPase de

membrana plasmatica sinaptica em estriado de ratos neonatos.



2. Verificar o efeito da preincubagcdo com hipoxantina em homogeneizado de estriado
de ratos neonatos sobre a atividade da Na*, K- ATPase de membrana plasmatica

sinaptica na presencga ou auséncia de antioxidantes.
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Abstract

In the present study we investigated the in vitro effect of hypoxanthine,
xanthine, and uric acid, metabolites accumulating in tissue of patients with Lesch-
Nyhan disease, on Na',K'-ATPase activity in striatum of neonate rats. Results
showed that all compounds significantly inhibited Na*, K*-ATPase activity. We also
studied the kinetics of the inhibition of Na®, K'-ATPase activity caused by
hypoxanthine. The apparent K., and V. of Na*,K*-ATPase activity for ATP as the
substrate and hypoxanthine as the inhibitor were 0.97 mM and 0.69 nmol inorganic
phosphate (Pi) released per min per mg of protein, respectively. Ki value was 1.9 uM,
and the inhibition was of the non-competitive type. We also observed that the
inhibitory effects of hypoxanthine, xanthine and uric acid probably occur through the
same mechanism, suggesting a common binding site for these oxypurines on Na* K*-
ATPase. Therefore, it is conceivable that inhibition of brain Na*,K'-ATPase activity
may be involved at least in part in the neuronal dysfunction characteristic of patients

with Lesch-Nyhan disease.

Key Words: Na',K'-ATPase; Lesch-Nyhan; hypoxanthine; xanthine; uric acid;

striatum.



1. Introduction

Lesch-Nyhan disease is an inherited metabolic disorder of purine metabolism
caused by a severe deficiency on hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase
(HPRT) activity, resulting in tissue accumulation of hypoxanthine, xanthine and uric
acid. This enzyme recycles hypoxanthine and guanine into inosine monophosphate
(IMP) and guanine monophosphate (GMP), respectively (Fig. 1). It has been
demonstrated that the highly expressed HPRT activity, particularly the basal ganglia,
is important to the purine salvage pathway in order to maintain adequate purine
levels (Visser at al., 2000; Jinnah and Friedmann, 2001). In most tissues,
hypoxanthine, the major metabolite accumulated in Lesch-Nyhan disease, is
predominantly degraded to xanthine and uric acid (Visser at al., 2000).

Affected patients with Lesch-nyhan disease present hyperuricemia, spasticity,
dystonia, mental retardation and a self-mutilation behavior, which is characterized by
biting of the lips, tongue and fingers with apparent tissue loss (Jinnah et al., 1990).
Alteration of the dopamine transmitter system in basal ganglia of these patients is
also observed (Jinnah and Friedmann, 2001).

Although the underlying mechanisms of brain dysfunction in Lesch-Nyhan disease are
poorly understood, the accumulation of oxypurines is believed to contribute to the
neurological damage characteristic of this disease. In this context, it has been demonstrated
that hypoxanthine and xanthine bind to brain benzodiazapinic receptors, interfering with
their normal function (Ticku and Burch, 1980). In addition, Palmour and colleagues (1989)
showed that hypoxanthine provokes dopamine depletion in cultured neuronal cells.
Interestingly, high levels of hypoxanthine are found in some neuropathologies, including
hydrocephalus (Schimidt et al., 1995) and cerebral ischemia (Hagberg et al., 1987).
Furthermore, brain edema, probably mediated by oxidative stress, can be elicited by
exposing the CNS to xanthine and xanthine oxidase (Chan and colleagues, 1984). On the

other hand, it has been proposed that xanthines derivatives, such as methylxanthines,
induce seizures in rat (Cutrufo et al., 1992; Mares et al., 1994).



Na®, K* - ATPase ( EC 3.6.1.37) is an enzyme embedded in the cell
membrane, responsible for the generation of the membrane potential through
the active transport of sodium and potassium ions in the CNS necessary to
maintain neuronal excitability. It is present at high concentrations in brain and
consumes 40 — 50% of the ATP generated in this tissue (Erecinska and Silver,
1994). Reduced activity of Na*,K*-ATPase in found in cerebral ischemia (Wyse
et al., 2000), in epilepsy (Grisar, 1984) and in various neurodegenerative
disorders, such as Alzheimer’s disease (Lees, 1993; Hattori et al., 1998; Kumar
and Kump, 2002). Additionally, it has been reported that Na*, K* - ATPase
activity is decreased in the erythrocyte membrane of patients with uraemia
(Sigstrom, 1981; Vasarhelyi et al., 1996) and rheumatoid arthritis (Testa et al.,
1987).

In the present study, we investigated the in vitro effect of hypoxanthine,
xanthine and uric acid on Na*, K - ATPase activity in synaptic plasma membrane
from rat striatum in order to clarify the etiopathogenic mechanisms of brain damage of
Lesch-Nyhan patients. We also study the kinetics of the inhibition caused by
hypoxanthine on the eenzyme and the interaction between hypoxanthine, xanthine
and uric acid. Striatum was used because patients with Lesch-Nyhan syndrome

present alterations in the basal ganglia (Jinnah and Friedmann, 2001).

2. Experimental Procedure

2.1. Animals and reagents



Six-day-old rats were obtained from the Central Animal House of Department
of Biochemistry, Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil.
Animals were maintained on 12h /12h light/dark cycle (lights on from 7 a.m. to 7 p.m.)
in air-conditioned constant temperature (22° C) colony room, and had free access to
a 20% (w/w) protein commercial chow and water. Animal care followed the official
governmental guidelines in compliance with the Federation of Brazilian Society for
Experimental Biology and was approved by ethics committee of the Federal
University of Rio Grande do Sul, Brazil. All chemicals were purchased from Sigma

Chemical Co., St Louis, MO, USA.

2.2. Preparation of synaptic plasma membrane of striatum

Synaptic plasma membranes were prepared according to the method of Jones
and Matus (1974), with some modifications (Wyse et al., 1995). Rats were killed by
decapitation without anesthesia, the brain was immediately separated and the
striatum was dissected and homogenized in 10 volumes of a 0.32 M sucrose solution
containing 5 mM HEPES and 1 mM EDTA. The homogenate was centrifuged at
1,000 x g for 20 min and the supernatant removed and centrifuged at 12,000 x g for a
further 20 min. The pellet was then resuspended in hypotonic buffer (5.0 mM Tris-HCI
buffer, pH 8.1), incubated at 0°C for 30 min, and applied on a discontinuous sucrose
density gradient consisting of successive layers of 0.3, 0.8 and 1.0 M. After
centrifugation at 69,000 x g for 2 h, the fraction at the 0.8-1.0 M sucrose interface

was taken as the membrane enzyme preparation.

2.3. Determination of Na*, K - ATPase activity



The reaction mixture for the Na* K*-ATPase assay contained 5.0 mM MgCly,
80.0 mM NaCl, 20.0 mM KCI, and 40.0 mM Tris-HCI buffer, pH 7.4, in a final volume
of 200 uL. The reaction was started by the addition of ATP (disodium salt, vanadium
free) to a final concentration of 3.0 mM. Controls were assayed under the same
conditions with the addition of 1.0 mM ouabain. Na* K'*-ATPase activity was
calculated by the difference between the two assays (Tsakiris and Deliconstantinos,
1984). Released inorganic phosphate (Pi) was measured by the method of Chan and
colleagues (1986). Specific enzyme activity was expressed as nmol Pi released per
min per mg of protein. Hypoxanthine, xanthine and uric acid were dissolved in Tris-
HCI buffer, pH 7.4 on the same day of the experiments. The concentrations of the
oxypurines supplemented to the incubation medium were similar to those found in

plasma of Lesch-Nyhan patients (Puig et al., 1989).

2.4. Protein determination

Protein was measured by the method of Bradford (1976) using bovine serum

albumine as standard.

2.5. Statistical analysis

All assays were performed in duplicate and the mean was used for the statistical
calculations. Data were analyzed by one way analysis of variance (ANOVA) followed by
the Duncan multiple range test when the F test was significant. Linear regression was used
to check for dose-dependent effects. All analyses were performed using the Statistical



Package for the Social Sciences (SPSS) software in a PC-compatible computer.
Significance was achieved when p < 0.05.

3. Results

Fig. 2 displays the in vitro effect of hypoxanthine on Na*, K* - ATPase activity
in synaptic plasma membrane from striatum of neonate rats. It can been seen that
hypoxanthine significantly inhibited Na*, K - ATPase activity [F(4,15)= 33.37;
p<0.001] , in a dose-dependent manner [F=46.81, B = - 0.850; p<0.001], with
maximal inhibition (80%) occurring at 10 yM. Similarly, xanthine inhibited Na*, K" -
ATPase activity [F(4,15)= 39.42; p<0.001] in a dose-dependent manner [F=72.45, 3 =
- 0.89; p < 0.001], with maximal inhibition (82%) observed at 2.5 yM (Fig. 3). Finally,
an inhibitory effect was seen for uric acid, which provoked a decrease of Na* K'-
ATPase activity [F(4,15)=25.33; p<0.001] with maximal inhibition (64%) occurring at
0.7 mM (Fig. 4). Regression analysis also indicated that uric acid inhibited the
enzyme in a dose-dependent manner [F=40.59, 3= - 0.83; p < 0.001].

Furthermore, we also tested whether hypoxanthine, xanthine and uric acid
might be acting on Na*, K" - ATPase through the same mechanism. Kinetic studies
on the interaction of the three oxypurines on the enzyme activity were carried out
according to an adaptation (Wyse et al., 1995) of the model described by Chevillard
et al. (1993). The horizontal straight line obtained in the resulting competition plot, i.e.
a constant rate independent of the proportions between hypoxanthine and xanthine,

hypoxanthine and uric acid and xanthine and uric acid concentrations, indicates that



the inhibitory effects of hypoxanthine, xanthine and uric acid occur through the same
mechanism (Fig. 5).

We also performed kinetic studies on the in vitro inhibition of Na*, K* - ATPase
activity by hypoxanthine (Fig. 6). The Lineweaver-Burk double-reciprocal plot was
analyzed over the range of 0.05 — 0.4 mM ATP concentrations in the absence and
the presence of 7.0 or 10 uM of hypoxanthine. Results indicated that the inhibition of
this enzyme caused by hypoxanthine was of the non-competitive type, because
maximal ATPase velocity decreased with increasing hypoxanthine concentrations
while the K, value remained the same. Apparent K., and Vimax of Na®, K' - ATPase
activity for ATP as the substrate were 0.97mM and 0.69 nmol Pi released per min per
mg protein, respectively. The K;value (inhibition constant) obtained from Dixon plots

was 1.9 yM (data not shown).

4. Discussion

Lesch-Nyhan disease is an X-linked recessive disease of purine metabolism
biochemically characterized by deficiency of HPRT activity, resulting in tissue
accumulation of hypoxanthine, xanthine and uric acid. Affected patients present
neurological and cognitive disability, choreoatetosis, spasticity, mental retardation
and a peculiar neurobehavioral phenotype characterized by compulsive self-
mutilation (Lyhan, 1997; Jinnah and Friedmann, 2001).

Although the mechanisms of brain damage in Lesch-Nyhan disease are poorly

defined, it has been proposed that striatal dopaminergic neuronal loss, ATP



deficiency, excitotoxicity and oxidative stress induction could be involved in the brain
damage of this disorder (Sivam, 1996; Saito and Takashima, 2000; Visser et al.,
2000; Jinnah and Friedman, 2001). There are various studies showing that the
accumulated metabolites hypoxanthine, xanthine and uric acid contribute decisively
to the neuropathogenesis of this disease (Palmour et al., 1989; Ma et al., 2001;
Jinnah and Friedmann, 2001; Weir et al., 2003). In this context, it has been shown
that hypoxanthine accumulation provokes dopamine depletion in cultured neuronal
cells (Palmour et al., 1989) and impairs morphogenesis and increases proliferation of
a neuroblastoma model of Lesch-Nyhan syndrome (Ma et al., 2001). Additionally,
other studies suggested that elevated levels of xanthine in Lesch-Nyhan patients
could initiate a chain of events that produce excessive endogenous convulsants and
decreases the endogenous anticonvulsants, resulting in self-injurious movements
(Geyde, 1992). Finally, other investigators suggested that the accumulation of
hypoxanthine and xanthine in Lesch-Nyhan disease potentially result in tissue
damage caused by oxygen free radicals generated through the enzyme xanthine

oxidase (Parks and Granger, 1986).

On the other hand, neuroprotective or neurotoxic effects of these substances,
especially uric acid, have also been described. In this context, it is believed that,
because of its antioxidant properties, uric acid may play a neuroprotective role in the
human brain (Ames et al., 1981; Church and Ward, 1994; Becker and Roessler,
1995). Accordingly, it has been shown that uric acid prevents the neurotoxicity elicited
by ischemia in cultured neuronal cells (Yu et al., 1998). Other investigators suggested

that the increased uric acid levels in tissue of patients with Lesch-Nyhan disease



might be toxic to the developing nervous system (Nyhan et al., 1965; Berman et al.,
1969; Henderson, 1968). In this respect, uric acid may become pro-oxidant in
situations when concentrations of antioxidants such as ascorbate are decreased
(Weir et al., 2003). Furthermore, the neurobehavioral abnormalities found in HPRT-
deficient mouse can be prevented by the enzyme uricase, indicating a neurotoxic
effect of uric acid (Wu et al., 1994). It should be stressed that, nevertheless the
neurotoxic or neuroprotective effects attributed to uric acid, the concentrations of this
compound in CSF of Lesch-Nyhan patients are normal or only slightly increased,
implying that this metabolite probably does not exert an important role in the
neuropathology of this disease (Rijksen et al.,, 1981; Rosembloom et al., 1967;

Visser et al., 2000).

Since maintenance of Na*, K*-ATPase is critical for normal brain function and
reduction of this activity is related to selective neuron damage in the rat brain (Ben
Ari, 1985; Choi and Rothman, 1990; Lees, 1993), the aim of the present study was to
investigate the in vitro effect of hypoxanthine, xanthine and uric acid on Na*, K* -
ATPase activity in rat striatum. We used this cerebral structure because basal ganglia
lesions are characteristic of Lesch-Nyhan disease (Jinnah and Friedmann, 2001). We
firstly observed that concentrations of these compounds similar to those found in
plasma of Lesch Nyhan patients significantly inhibit Na*, K" - ATPase activity by up to
80, 82 and 64%, respectively. The kinetics of the inhibition caused by hypoxanthine
and the interaction between hypoxanthine, xanthine and uric acid on Na*,K*-ATPase
activity showed that hypoxanthine inhibits this activity in a non-competitive manner

with ATP. Furthermore, we also observed that hypoxanthine, xanthine and uric acid



probably bind Na*,K*-ATPase on the same site of the enzyme, suggesting a similar

mechanism of action for these purines.

There is good evidence in the literature suggesting that inhibition of Na*, K* -
ATPase activity leads to neuronal death (Wang et al, 2003) and is related to many
pathological conditions in the CNS (Lees, 1993; Hattori et al.,1998; Kumar and Kurup,
2002). In this context, it has been demonstrated that neuronal death associated with
a decrease in Na*, K* - ATPase activity is mediated via intracellular depletion of K"
and accumulation of Ca** and Na* (Xiao et al., 2002). Furthermore, Renkawek and
colleagues (1992) associated a 40% reduction of this enzyme activity in brain of a
neonate with its status convulsivus and spongiform encephalopathy.

Furthermore, decreased Na®*, K* - ATPase activity has been associated with
excitotoxity. Thus, it has been demonstrated that striatal neurons are more vulnerable
to glutamate neurotoxicity when this enzyme activity is reduced (Calabresi et al.,
1995). Furthermore, when Na®*, K* - ATPase activity is impaired, Na* concentration
increased intracellularly, collaborating to the pathological mechanisms involved in
cerebral edema (Kempsi, 2001). In agreement with these findings, other studies
indicated that Na*, K" - ATPase inhibition, in the presence of a non-lethal insult,
activates the apoptotic cascade and neuronal injury probably by amplifying the
disruption on K* homeostasis (Wang et al., 2003).

We have previously demonstrated in vitro and in vivo that various metabolites
accumulating in various inherited metabolic disorders whose phenotype is basically
characterized by neurological dysfunction inhibit this enzyme activity (Wyse et al.,

1995, Silva et al. 1999; Pontes et al., 1999; Pontes et al., 2001; Streck et al., 2001;



Streck et al., 2002; Wyse et al., 1998; Wyse et al., 2000; Wyse et al., 2001; Zugno et
al., 2003). It is well established that some of these compounds are inhibitors of
mitochondrial energy metabolism, whereas others elicit free radical production
(Streck et al., 2003a: Streck et al., 2003b; Streck et al., 2003c; Delwing et al., 2003:
Delwing et al., 2003). Considering that Na*,K*-ATPase consumes approximately 50
% of ATP generated in CNS, it may be presumed that ATP decrease can indirectly
inactivate this activity. On the other hand, since this enzyme activity is highly
susceptible to free radicals (Lees, 1993), it may occur that the inhibitory activity of
some metabolites may well be via free radical generation. Finally, it is also
conceivable that some substances can directly bind to the Na*,K*-ATPase due to
their specific chemical structures modulating its activity or alter the synaptic
membrane where the enzyme is embedded, as occurs for other substances which
inhibit Na*,K*-ATPase (Carfagna and Muhaberac, ano). In what concerns to the
present in vitro results, although the underlying mechanisms of inhibition are
unknown and further experiments are needed to clarify this aspect, it is possible that
the oxypurines directly interacted with the enzyme or altered the synaptic membrane
in which the enzyme is embedded since incubation was carried out in the presence of
excess ATP and purified synaptic membrane preparations were used in the assays
so that production of free radicals under these conditions is unlikely. An oxidation of
essential groups of the enzyme by the metabolites cannot be however ruled out.

In conclusion, the present results showed that hypoxanthine, xanthine and uric
acid provoke a significant in vitro inhibition of Na*, K* - ATPase activity in rat striatum.
Considering that Na*, K* - ATPase activity impairment is involved in common

neurotoxicity events, in case our results can be extrapolated to the human condition,



it may be presumed that reduction of brain Na*, K" - ATPase activity by accumulated
purines may contribute to clarify the mechanisms of the severe neurological

dysfunction of Lesch-Nyhan patients.
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Figure 1. Metabolic blockage of purine metabolism in Lesch-Nyhan disease.
Abbreviations used are: HPRT, hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase;
ADP, adenosine diphosphate; AMP, adenosine monophosphate; ATP, adenosine
triphosphate; GDP, guanine diphosphate; GMP, guanosine monophosphate; GTP,
guanosine triphosphate; IMP, inosine monophosphate; PPRP,

phosphoribosylpyrophosphate; XO, xanthine oxidase

Figure 2. In vitro effect of hypoxanthine (hpx) on Na*, K - ATPase activity in synaptic
plasma membranes from rat striatum. Results are expressed as mean + S.D for four
independent experiments performed in duplicate; *p<0.05; ** p<0.001 compared to

control (Duncan’s multiple range test).



Figure 3. In vitro effect of xanthine(xan) on Na*, K" - ATPase activity in synaptic
plasma membranes from rat striatum. Results are expressed as mean = S.D for four
independent experiments performed in duplicate; *p<0.05; ** p<0.001 compared to

control (Duncan’s multiple range test).

Figure 4. In vitro effect of uric acid on Na*, K* - ATPase activity in synaptic plasma
membranes from rat striatum. Results are expressed as mean * S.D for four
independent experiments performed in duplicate; *p<0.05; ** p<0.001 compared to

control (Duncan’s multiple range test).

Figure 5. Kinetics of interaction between hypoxanthine (hpx), xanthine (xan) and uric
acid on the inhibition of Na*, K* - ATPase activity, plotted according to Chevillard et
al. (1983). Data are a representative plot of three independent experiments
performed in duplicate. Control Na*, K - ATPase activity: 773 + 95 nmol Pi released

per min per mg protein. hpx: hypoxanthine; xan: xanthine

Figure 6. Kinetic analysis of the inhibition of Na*, K* - ATPase activity caused by
hypoxanthine in synaptic plasma membranes from rat striatum. The graph shows
double-reciprocal plot of Na*, K - ATPase activity for ATP concentrations (0.05 — 0.4
mM) in the absence (¢) and in the presence of 7.0 yM (m) and 10 uM (A)
hypoxanthine. All the experiments were conducted at least four times and similar

results were obtained; data presented were from individual experiments.
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Abstract

The main objective of this study was to investigate the effects of preincubation
of rat striatum homogenate in the presence of hypoxanthine, an metabolite
accumalated in Lesch Nyhan disease, on Na*,K*-ATPase activity in rat striatum. We
also evaluated the effect of glutathione (GSH) and trolox, alone or combined with
hypoxanthine, on Na*,K*-ATPase activity. In addition, we also studied the effect of
hypoxanthine on some parameters of oxidative stress namely total radical-trapping
antioxidant parameter (TRAP) and thiobarbituric acid-reactive substances (TBA-RS)
in the same rat cerebral structure. Results showed that hypoxanthine significantly
inhibited Na® K*-ATPase activity. GSH and Trolox did not alter Na* K'-ATPase
activity, but only GSH prevented the inhibitory effect of hypoxanthine on enzyme
activity. Hypoxanthine significantly increased TBA-RS and reduced TRAP in rat
striatum. These results suggest that the inhibition caused by hypoxanthine on Na* K*-
ATPase activity could be mediated by oxidative stress and/or oxidation of thiol groups
on the enzyme and might be involved in the neuronal dysfunction in patients affected

by Lesch-Nyhan disease.

Key Words: Na' K'-ATPase; Lesch-Nyhan; metabolic disease; hypoxanthine;

glutathione, oxidative stress.



1. Introduction

Lesch Nyhan disease is an X-linked hereditary disorder caused by deficiency
of hypoxanthine-guanine phosphoribosyltranspherase activity (19,21,31,36) (Figure
1). Affected patients present hyperuricemia, spasticity, dystonia, mental retardation
and self-mutilation behavior, which is characterized by biting of the lips, tongue and
fingers with apparent tissue loss (21,22). In addition, patients also present
dysfunction of the dopamine transmitter system of the basal ganglia (21). A common
factor in Lesch Nyhan is that patients exhibit a characteristically raised level of
hypoxanthine in urine (17), plasma and cerebrospinal fluid (17,34,37).

Although the underlying mechanisms of brain dysfunction in Lesch-Nyhan
disease are poorly understood, the accumulation of oxypurines such as hypoxanthine
has been proposed to contribute to the neurological dysfunction present in this
disease (8,24,27,42) and other neurological diseases including hydrocephalus (39)
and cerebral ischemia (15). In this context, report from literature show that
hypoxanthine accumulation provokes dopamine depletion in neuronal culture of cells
(32) and that xanthine oxidase system significantly inhibited dopamine uptake in rat
striatal synaptossomes (38). Furthermore, Chan and colleagues (5) demonstrated
that a mixture of xanthine and xanthine oxidase could cause brain edema, probably
mediated by oxidative stress. In addition, some evidences support the hypothesis that
xanthines derivatives, such as methylxanthines, induce seizures and have convulsant
action in rat brain (7,28). Besides this, high hypoxanthine levels could be found in
other neurological disorders including hydrocephalus (39) and cerebral ischemia (15).

It has been shown that the formation of free radicals by hypoxanthine/xanthine



oxidase could contribute to the destruction of blood-brain barrier observed in ischemic
brain tissue (2).

Na®, K - ATPase (EC 3.6.1.37) is an enzyme embedded in the cell membrane,
responsible for the generation of the membrane potential through the active transport
of sodium and potassium ions in the central nervous system necessary to maintain
neuronal excitability. It is present at high concentrations in brain, consuming 40 —
50% of the ATP generated in this tissue (9). It has been demonstrated that Na*, K* -
ATPase is decreased in epilepsy (14), experimental model of cerebral ischemia (45),
and in many neurodegenerative disorders, including Alzheimer’s disease (18,25).
Additionally, evidence shows that this enzyme is inhibited by free radical (20,25). In
this context, we recently showed that antioxidants such as glutathione (GSH) prevent
the inhibitory effect of homocysteine (40) and proline (12) on cerebral Na*, K* -
ATPase activity in rats.

In the present study, we investigate the effect of preincubation of striatum
homogenate in the presence of hypoxanthine on Na*,K*-ATPase activity in synaptic
plasma membrane of rats. We also investigated the role of the antioxidants GSH and
trolox (soluble vitamin E) on the effects elicited by hypoxanthine on Na*, K-ATPase
activity in synaptic plasma membranes of same cerebral structure. In addition, we
investigated some parameters of oxidative stress namely total radical-trapping
antioxidant parameter (TRAP) and thiobarbituric acid-reactive substances (TBA-RS)
in rat striatum. Striatum was used because patients with this syndrome present
characteristic alterations in the basal ganglia (21).

2. Experimental Procedure



2.1. Animals and reagents

Six-day-old-age rats were obtained from the Central Animal House of the
Department of Biochemistry, Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre,
RS, Brazil. Animals were maintained on 12h /12h light/dark cycle (lights on from 7
a.m. to 7 p.m.) in air-conditioned constant temperature (22° C) colony room, and had
free access to a 20% (w/w) protein commercial chow and water. Animal care followed
the official governmental guidelines in compliance with the Federation of Brazilian
Society for Experimental Biology and was approved by ethics committee of the
Federal University of Rio Grande do Sul, Brazil. All chemicals were purchased from

Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA.

2.2. Tissue and homogenate preparation

Animals were killed by decapitation without anesthesia, the brain was removed
and the rat striatum was dissected. For Na*,K*-ATPase determination, striatum was
homogenized in 10 volumes 0.32 mM sucrose solution containing 5.0 mM HEPES
(pH 7.45) and 1.0 mM EDTA, pH 7.4. The homogenate was separately preincubated
at 37° C for 1h with 10.0 uM hypoxanthine, 1.0 mM GSH, 1.0 mM trolox, or with 10.0
MM hypoxanthine plus 1.0 mM GSH, 10.0 uM hypoxanthine plus 1.0 mM trolox.
Hypoxanthine and antioxidants were dissolved in 5.0 mM HEPES buffer, pH 7.45.

Hypoxanthine concentration was chosen according to Puig and colleagues (33) and



GSH and trolox were chosen according to Avrova et al. (1). After preincubation,
synaptic plasma membranes were prepared.

For total radical-trapping antioxidant parameter (TRAP) determinations,
striatum was homogenized in 10 volumes (1:10, w/v) of 20.0 mM phosphate buffer
containing 140.0 mM KCI, pH 7.4 (26). For thiobarbituric acid-reactive substances
(TBA-RS), striatum was homogenized in 10 volumes (1:10) of 0.1 M glycine buffer,
pH 8.6. Striatum homogenate was incubated at 37° C for 1 h in the absence (control
group) or in the presence of 10.0 yM hypoxanthine (10). After incubation, oxidative

stress parameters were measured.

2.3. Preparation of synaptic plasma membrane of striatum:

Synaptic plasma membranes were prepared according to the method of Jones
and Matus (23), with modifications (44). Striatal homogenate was centrifuged at 1,000
g for 20 min and the supernatant removed and centrifuged at 12000 x g for a further
20 min. The pellet was then resuspended in hypotonic buffer (5.0 mM Tris-HCI buffer,
pH 8.1), incubated at 0°C for 30 min, and applied on a discontinuous sucrose density
gradient consisting of successive layers of 0.3, 0.8 and 1.0 M. After centrifugation at
69,000 x g for 2 h, the fraction at the 0.8—-1.0 M sucrose interface was taken as the

membrane enzyme preparation.

2.4. Determination of Na*, K* - ATPase activity



The reaction mixture for the Na* K*-ATPase assay contained 5.0 mM MgCly,
80.0 mM NaCl, 20.0 mM KCI, and 40.0 mM Tris-HCI buffer, pH 7.4, in a final volume
of 200 uL. The reaction was started by the addition of ATP (disodium salt, vanadium
free) to a final concentration of 3.0 mM. Controls were assayed under the same
conditions with the addition of 1.0 mM ouabain. Na* K'*-ATPase activity was
calculated by the difference between the two assays (41). Released inorganic
phosphate (Pi) was measured by the method of Chan and colleagues (6). Enzyme

specific activity was expressed as nmol Pi released per min per mg of protein.

2.5. TRAP assay

TRAP represents the total antioxidant capacity of the tissue and was
determined by measuring the luminol chemiluninescence intensity induced by 2,2'-
Azo-bis (2-amidinopropane) (ABAP) by the method of Lissi and colleagues (26).
Striatum homogenate was incubated at 37° C for 1 h in the absence (control group)
or in the presence of 10.0 uM hypoxanthine. Briefly, 4.0 ml of 10.0 mM ABAP were
added to the vial and background chemiluminescence was measured. Ten pl of 0.2
MM Trolox or homogenates (1:10 in 0.1 M glycine buffer, pH 8.6) were added and
chemiluminescence was measured until it reached the initial levels. The addition of
Trolox or tissue homogenate to the incubation medium reduces the
chemiluminescence. The time necessary to return to the levels present before the

addition was considered to be the induction time (IT). IT is directly proportional to the



antioxidant capacity of the tissue and was compared to the IT of Trolox. The results

were represented as nM Trolox / mg protein.

2.6. TBA — RS assay

TBA-RS was determined according to the method described by Esterbauer
and Chessman (10). Striatum homogenate was incubated at 37° C for 1 h in the
absence (control group) and in presence of 10.0 uM hypoxanthine. Briefly, 300 ul of
cold 10% (w/v) trichloroacetic acid were added to 150 pl of homogenate and
centrifuged at 3,000 g for 10 min. Three hundred ul of the supernatant were
transferred to a pyrex tube and incubated with 300 pl of 0.67% (w / v) thiobarbituric
acid in 7.1% (w / v) sodium sulfate in a boiling water bath for 25 min. The mixture was
allowed to cool on water for 5 min. The resulting pink stained TBA-RS was
determined in a spectrophotometer at 535 nm. Calibration curve was performed using
1,1,3,3-tetramethoxypropane and each curve point was subjected to the same

treatment as the homogenate. TBA—-RS was calculated as nmol TBA-RS/ mg protein

2.5. Protein determination

Protein was measured by the method of Bradford (3) using bovine serum

albumin as standard.

2.6. Statistical analysis



Data were analyzed by the Student t test or by one-way analysis of variance
(ANOVA) followed by the Duncan’s multiple range test when the F-test was
significant. All analyses were performed using the Statistical Package for the Social

Science (SPSS) software in a PC- compatible computer.

3. Results

Figure 2 shows the effect of 10 pM hypoxanthine on Na*, K* - ATPase activity
in synaptic plasma membrane from homogenate of rat striatum. Hypoxanthine
significantly inhibited (45%) Na®, K - ATPase activity [t(8) = 5.197; p<0.01].

To test whether the hypoxanthine inhibitory activity was mediated by free
radicals formation, we evaluated the effect of antioxidants agents GSH, trolox, at 1.0
mM concentration, alone or combined with 10 uM hypoxanthine on Na*, K* - ATPase
activity (Figure 3). Post hoc analyses showed that GSH and trolox per se did not alter
Na®,K*-ATPase activity. However, when GSH was incubated in the presence of
hypoxanthine, no effect on Na’, K-ATPase activity was detected, in contrast to
trolox, which did not prevent the inhibition of the enzyme activity elicited by
hypoxanthine [F(5,22)=13.83; p<0.01]. These results suggest that hypoxanthine
inhibits Na*,K*-ATPase activity by oxidation of sulfhydryl groups of the enzyme.

We also tested the in vitro effect of hypoxanthine, at same concentration, on
TBA-RS (an index of lipid peroxidation) and TRAP (an index of antioxidant defenses)
in rat striatum in order to confirm whether the inhibitory effect of hypoxanthine on Na”,

K*-ATPase activity could be attributed to decreased antioxidant defenses,



peroxidation of lipid membrane and/or oxidative stress. Figure 4 and 5 show that
hypoxanthine significantly increased (40%) TBA-RS [t(6)=3.69; p<0.05] and

decreased (22%) TRAP [t(6)=3.10; p<0.05].

4. Discussion

In the present study, we demonstrated that addition of hypoxanthine to the
incubation medium, at the concentration found in Lesch-Nyhan patients, significantly
inhibited (45%) Na®, K'-ATPase activity in synaptic plasma membrane from
homogenate of rat striatum. Since studies have been shown that inhibition of Na*, K*-
ATPase activity can be prevented by antioxidants in vitro (1,12,40), we investigated
the effects of various antioxidants on the inhibitory activity of hypoxanthine on this
enzyme activity. Trolox (peroxyl radical trapping agent) and GSH (SH-group
protecting agents) per se did not alter Na*, K*-ATPase activity. However, GSH, that
acts directly as a thiol-reducing agent (30), was able to prevent the inhibitory effect of
hypoxanthine on Na®, K'-ATPase activity, suggesting that this inhibition may be
mediated by oxidation of thiol groups on the enzyme. We also observed that trolox
had no effect on the inhibition of Na*,K*-ATPase activity provoked by hypoxanthine,
indicating that significant peroxidation of membrane lipids is unlikely. On the other
hand, based on our results showing that hypoxanthine provokes increased TBA-RS,
an index of lipid peroxidation, we consider that the lack of effect of trolox, a known
peroxyl radical trapping agent on the inhibition of Na*,K*-ATPase activity caused by

hypoxanthine could be attributed to an insufficient concentration of trolox used in this



study to prevent the lipid peroxidation or the active reduced vitamin would be rapidly
consumed. We are presently undertaking experiments to address this question.
We also observed in the present study that hypoxanthine increased TBA-RS and decreased
TRAP in striatum of 6-day-old rats, indicating that hypoxanthine induces free radical
production and reduces the cellular antioxidant defenses in vitro. These results are in
agreement with other studies showing that hypoxanthine leads to free radical production

(2,5).

Although the exact mechanism through which hypoxanthine inhibits Na*,K"-
ATPase activity is yet unknown, the present in vitro findings showing that GSH (thiol
reducing agent) prevented the inhibitory action of hypoxanthine on this enzyme
suggest the involvement of reactive oxygen species and SH group modifications in
this effect. This reinforces the results obtained here and in other studies showing that
hypoxanthine leads to free radical production (2,5), which are probably responsible
for the Na*,K*-ATPase activity inhibition induced by the purine. These results are in
agreement with previous works that show that GSH prevents the inhibitory effect of
homocysteine (40) and proline (12) on cerebral Na*, K* - ATPase activity in rats,
indicating that sulfhydryl groups are critical for the function of this enzyme.

Since oxidative stress is defined as the imbalance between free radical
production and antioxidant defenses, our results indicating that hypoxanthine induces
free radical generation (enhanced TBA-RS) and reduces the antioxidant defenses
(decreased TRAP) strongly suggest that hypoxanthine elicits oxidative stress in the
brain. At this point it should be reminded that the brain is highly susceptible to

oxidative stress, because the brain has low cerebral antioxidant defenses compared



to other tissues (11,16,35) a fact that makes this tissue more vulnerable to increases
in reactive oxygen species. In fact, an increasing number of pathological situations
involving the CNS, such as neurodegenerative disorders, seizures,
ischemia/reperfusion, and dementia, have been associated with oxidative stress (16).

Inhibition of Na*, K* - ATPase activity has been associated with excitotoxity
(13,25). In this respect, it has been demonstrated that the impairment of the enzyme
activity may lead striatal neurons more sensitive to the neurotoxicity of glutamate (4).
Additionally, studies demonstrated that neuronal death associated with a decrease in
Na®, K' - ATPase activity is mediated by intracellular depletion of K* and
accumulation of Ca** and Na* (46). In agreement with these findings, other studies
indicated that Na*, K* - ATPase inhibition, in presence of a non-lethal insult, activates
the apoptotic cascade and neuronal injury probably by amplifying the disruption on K*

homeostasis (43).

In conclusion, we showed here that hypoxanthine increases oxidative stress and inhibits Na*,K*-ATPase
activity in rat striatum. It is proposed that the inhibition of Na*,K*-ATPase caused by hypoxanthine is possibly mediated by oxidations of
essential thiol groups of the enzyme, since GSH prevented this inhibition. However, if the stimulation of oxidative stress and the inhibition of
this important enzyme caused by hypoxanthine as demonstrated in the present study also occur in humans, it may be presumed that these

biochemical parameters might be associated with the neurological symptoms present in Lesch-Nyhan patients.
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Figure 1: Purine metabolism. Abbreviations used are: HPRT, hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase; ADP, adenosine diphosphate; AMP, adenosine
monophosphate; ATP, adenosine triphosphate; GDP, guanine diphosphate; GMP,
guanosine monophosphate; GTP, guanosine triphosphate; IMP, inosine

monophosphate; PPRP, phosphoribosylpyrophosphate; XO, xanthine oxidase.

Figure 2. Effect of hypoxanthine on Na*, K* - ATPase activity in the synaptic plasma
membrane from striatum of rats. Striatum homogenates were incubated at 37° C for 1
h with hypoxanthine and the enzyme activity was determined after synaptic plasma
membrane preparation. Data are means + SD for four independent experiments. * p <

0.01 compared to control (Duncan’s multiple range test). Hpx - hypoxanthine

Figure 3. Effect of glutathione and trolox on Na*, K - ATPase activity in the synaptic
plasma membrane from rat striatum in the presence or absence of hypoxanthine.
Homogenates were incubated at 37° C for 1 h with 10 uM hypoxanthine, 1.0 mM
GSH and1.0 mM trolox and the enzyme activity was determined after synaptic
plasma membrane preparation. Data are means + SD for four independent
experiments performed in duplicate. * p < 0.01 compared to control (Duncan’s

multiple range test). Hpx — hypoxanthine; GSH - glutathione

Figure 4. Effect of hypoxanthine on TBA-RS in rat striatum. Data are means £+ SD for
four independent experiments performed in duplicate. * p < 0.01 compared to control

(Duncan’s multiple range test). Hpx — hypoxanthine.



Figure 5. Effect of hypoxanthine on TRAP in rat striatum. Data are means + SD for
four independent experiments performed in duplicate. * p < 0.01 compared to control

(Duncan’s multiple range test). Hpx — hypoxanthine.
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3.0 DISCUSSAO

A doenga de Lesch-Nyhan é um erro inato do metabolismo das purinas, de
caracteristica recessiva ligado ao sexo. Caracteriza-se, bioquimicamente, pela
deficiéncia na atividade da enzima HGPRT, resultando em acumulo tecidual de
hipoxantina, xantina e acido urico. Os pacientes portadores dessa desordem sao
assintomaticos ao nascimento, desenvolvendo as primeiras manifestagdes clinicas
da doenga entre 3 e 6 meses de vida. O quadro clinico manifestado & bastante
caracteristico e inclui hiperuricemia, gota, alteragbes motoras e cognitivas, retardo
mental, espasticidade e automutilagdo (NYHAN, 1978, VISSER at al., 2000, JINNAH
& FRIEDMANN, 2001). Dados na literatura demonstraram uma reducé&o seletiva do
conteudo dopaminérgico dos neurbnios localizados no estriado, similares aqueles
encontrados em pacientes portadores da doenga de Parkinson (VISSER et al.,

2002).

As terapias propostas para a sindrome de Lesch-Nyhan apresentam um enfoque
estritamente sintomatico. As utilizagdes de farmacos a fim de prevenir as alteragdes
renais e cerebrais tém sido descritas, todavia ndo apresentam eficacia absoluta
(VISSER et al., 2000, DeANTONIO et al., 2002). As altera¢des relacionadas com o
comportamento e, particularmente, as manifestacbes autodestrutivas sao muito
dificeis de serem tratadas. As alternativas terapéuticas consistem de terapia seguida
de exercicios de relaxamento, autocontrole frente as situagdes estressantes e

eletrochoque (OLSON & HOULIHAN, 2000).



Varias hipoteses tém sido propostas para explicar os mecanismos envolvidos no
dano cerebral presente na sindrome de Lesch-Nyhan. Evidéncias na literatura
sugerem que o0 acumulo de oxipurinas poderia ser toxico para o sistema nervoso
central. Neste contexto, Ma e colaboradores (2001) demonstraram que altas
concentragdes de hipoxantina, similares as encontradas em pacientes portadores da
doencga, provocam alteragdes no desenvolvimento neuronal, sugerindo um possivel
efeito direto da hipoxantina na etiologia da doenga. Neste contexto, estudos
demonstraram que altas concentragcbes de hipoxantina e xantina podem ser
metabolizadas pela enzima xantina oxidase, resultando na formacdo de radicais

livres (PARKES & GRANGER, 1986).

Palmour e colaboradores (1989) demonstraram que o acumulo de hipoxantina
provoca deplegcdo de dopamina em cultura de células neuronais. Além disso,
evidéncias mostram que a hipoxantina e a xantina podem ligar-se a receptores
benzodiazepinicos e interferir na fungdo normal desses receptores (TICKU &

BURCH, 1980).

Recentes trabalhos demonstram que pacientes com altos niveis séricos de
acido urico apresentam uma maior chance de desenvolverem acidentes vasculares
cerebrais e arteriosclerose (NIETO, et al., 2000, WEIR et al., 2003). Além disso, o
aumento dos niveis de acido urico estd associado ao aumento na producdo de
radicais livres, demonstrando um efeito pro-oxidante condicional (ABUJA, 1999,

WEIR et al.,, 2003). No entanto, estudos mostram que essa substancia ndo esta



aumentada no cérebro e no liquor de pacientes com a doenga de Lesch-Nyhan
(ROSENBLOOM, et al., 1967, RIJKSEN et al., 1981).

A Na’, K' - ATPase, enzima integral de membrana, é responsavel pela
manutencao do equilibrio entre os ions sddio e potassio intracelular, sendo que a
redugdo na sua atividade esta relacionada a significativos danos neuronais,
possivelmente através de mecanismos toxicos para as células (LEES, 1993, BEN

ARI, 1985).

Neste trabalho, primeiramente, foram investigados os efeitos in vitro da
hipoxantina, xantina e acido Urico sobre a atividade da Na*, K* - ATPase em estriado
de ratos neonatos. Essa estrutura cerebral foi utilizada porque as lesdes nos
ganglios da base séo evidentes nos pacientes portadores da doenca de Lesch-
Nyhan (VISSER at al., 2000, JINNAH & FRIEDMANN, 2001). Nossos resultados
mostraram que a hipoxantina, xantina e acido urico inibem significativamente a
atividade da Na®, K* - ATPase de forma dose dependente. A inibicdo méaxima foi
obtida com 10 yM de hipoxantina, 2.5 yM de xantina e 0.7 mM de acido Urico,
resultando, respectivamente, em 80%, 82% e 64% de redugcdo da atividade

enzimatica.

Estudos prévios realizados em nosso grupo demonstraram que alguns
aminoacidos possuem um mesmo sitio de ligacdo na Na®, K* - ATPase. Neste
contexto, dados mostraram que a fenilalanina e seus metabdlitos inibem a atividade
da Na*, K' - ATPase e que esses compostos ndo apresentam efeito inibitério

somatdérios quando testados conjuntamente. Em adicdo, os estudos de interagao



cinética entre fenilalanina e fenilactato mostraram que estes compostos competem
por um mesmo sitio de ligacdo na enzima (WYSE et al., 1995). Baseados nesses
estudos, e tendo em vista que as oxipurinas testadas apresentam estruturas
quimicas semelhantes e inibem a atividade da Na®, K - ATPase de uma forma
similar, realizamos estudos cinéticos de interacao entre hipoxantina, xantina e acido
urico. Nossos resultados sugerem a existéncia de um mecanismo similar de inibicéo
desses compostos entre si sobre a atividade da Na®, K - ATPase e que essas

substancias agem no mesmo sitio de ligagdo na enzima.

Adicionalmente, tendo em vista que os trés compostos inibem a atividade
enzimatica através de um mecanismo similar e que a hipoxantina é o principal
metabdlito acumulado na doenga de Lesch-Nyhan, realizaram-se estudos com o
objetivo de verificar o mecanismo cinético de inibicdo da hipoxantina sobre a
atividade da Na*, K* - ATPase. Os nossos resultados mostraram que a hipoxantina

reduz a atividade enzimatica de forma ndo competitiva com o substrato ATP.

A neurotoxicidade provocada pela inibicdo da atividade Na®, K* - ATPase esta
associada a varias patologias neurolégicas, tais como epilepsia, isquemia cerebral,
esquizofrenia e doengas de Parkinson e de Alzheimer (KUMAR & KURUP, 2002,
KURUP & KURUP, 2002). Reducéo na atividade da Na*, K* - ATPase em torno de
20% esta associada ao desequilibrio nas concentragbes intra e extracelulares de
Na*, K" e Ca #* cerebrais, favorecendo a morte neuronal (HENVER et al, 1992, XIAO

et al., 2002). Adicionalmente, a inibicdo da atividade dessa enzima provoca um



aumento na sensibilidade dos neurbnios estriatais aos efeitos neurotdxicos

provocados pelo glutamato (CALABRESI et al., 1995).

Evidéncias demonstram que a inativacdo da Na*, K" - ATPase em modelo animal
de hipdxia / isquemia esta envolvida na necrose em neurénios estriatais (GOLDEN et
al., 2001). Além disso, a inibigdo dessa enzima esta relacionada com o processo de
calcificagdo nos ganglios da base, através do aumento nos niveis intracelulares de
Ca ?* (KURUP & KURUP, 2002). Recentes trabalhos demonstram que a reducéo na
atividade da Na®*, K - ATPase pela digoxina provoca a deplegéo intracelular de M92+
e 0 aumento dos niveis Ca** o que poderia contribuir para o aumento da peroxidagao

lipidica (RAVIKUMAR et al., 2000).

Dados na literatura demonstram que a atividade da Na®*, K* - ATPase ¢ inibida
por radicais livres (LEES, 1993). Malfatti e colaboradores (2003) demonstraram que
a injecao intra-estriatal do acido metilmaloénico diminui a atividade da enzima e
aumenta os niveis de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) em
estriado de ratos. Resultados de nosso laboratério mostraram que a inibicdo dessa
enzima causada pela prolina (FRANZON et al., 2003), arginina (BAVARESCO et al.,
2003) e homocisteina (STRECK et al., 2001) é mediada pelo estresse oxidativo.
Além disso, alguns autores observaram que a inibigdo da Na*, K* - ATPase pode ser
prevenida por antioxidantes in vitro (AVROVA et al. 1998, STRECK et al., 2001,

WYSE et al., 2002, FRANZON et al, 2003).



Os radicais livres sao, por definicdo, moléculas ou fragmentos de moléculas com
um ou mais elétrons desemparelhados (HALLIWELL, 1996), os quais podem exercer
seus efeitos nocivos através peroxidacao de lipidios de membrana, inativagdo de
enzimas através da oxidacdo dos grupamentos sulfidrila enzimaticos,
despolimerizacao de polissacarideos e ruptura de acidos nucléicos. A interacao entre
a producao de radicais livres e as defesas antioxidantes fazem parte do metabolismo
celular fisiologico e alteragdes neste sistema redox apresentam um grande papel no

desenvolvimento das disfun¢des do sistema nervoso central (CHOI, 1993).

Um mecanismo eficaz de protecdo antioxidante consiste na transferéncia de
elétrons aos compostos reativos para saturar suas afinidades eletronicas. A fim de
manter o equilibrio redox celular, € necessaria a presenga de um meio intracelular
capaz de prover equivalentes de redugcdo (CRUZ et al.,, 2003). Entre as defesas
antioxidantes mais importantes podemos ressaltar as enzimas superoxido dismutase,
catalase e glutationa redutase, além de moléculas de baixo peso molecular como
glutationa reduzida (GSH), acido ascorbico, a — tocoferol, 3 — caroteno e quelantes

de metais (CHOI, 1993).

Em um grande numero de células, o GSH possui um papel importante na
neutralizagao das espécies reativas de oxigénio. Apesar do GSH poder reagir
espontaneamente com radicais livres, sua maior eficacia antioxidante esta associada
as enzimas glutationa peroxidase, glutationa redutase e glutationa transferase
(CRUZ et al., 2003). Adicionalmente, dados na literatura demonstram que ha um

decréscimo de 30-40% na concentragdo de GSH, sem alteragdo dos niveis de



glutationa oxidada (GSSG), na substancia negra compacta de pacientes portadores

do mal de Parkinson (SCHULZ et al., 2000).

Aliada a acdo do GSH, o a — tocoferol (vitamina E) atua bloqueando a
propagacgao da cascata de peroxidagéo ao longo da membrana celular (CHOI, 1993).
Alguns autores sugerem um papel preventivo e terapéutico do a — tocoferol em
desordens neurodegenerativas como nas doencas de Parkinson e de Alzheimer

(CHOI, 1993, LOPEZ & BECKER, 2002, BEAL, 2002).

O cérebro é particularmente suscetivel ao estresse oxidativo, uma vez que
contém grandes quantidades de lipidios insaturados e apresenta um alto consumo
de oxigénio proveniente de sua alta taxa metabdlica (REZNICK & PACKER, 1993,
CHOI, 1993, HALLIWELL, 1996; FLOYD, 1999). Particularmente, o estriado
apresenta grandes quantidades de ferro e melanina, os quais podem catalisar a
produgao de radical hidroxila frente a processos oxidativos (VISSER et al., 2002).
Além disso, o cérebro apresenta baixos niveis de defesas antioxidantes enzimaticas
e nao-enzimaticas (REZNICK & PACKER, 1993, CHOI, 1993, HALLIWELL, 1996;

FLOYD, 1999).

Varias hipoteses tém sido levantadas para elucidar os mecanismos pelos quais
as oxipurinas podem exercer efeitos téxicos sobre o sistema nervoso central. Através
de uma série de reacdes continuas, hipoxantina e xantina sdo convertidas a acido
urico pela agado da xantina oxidase, com a producédo de peréxido de hidrogénio e

anion superoxido (HORTON, 2003). Chan e colaboradores (1984) demonstraram que



a mistura de hipoxantina e xantina oxidase pode causar edema cerebral, associada a
destruicdo da barreira hematoencefalica em processos isquémicos, através do

aumento na formagao de radicais livres (BECKMAN et al., 1987).

Baseado nos dados acima citados, nés decidimos também investigar o efeito da
pré-incubacdo dos homogeneizados de estriado de ratos com hipoxantina, sobre a
atividade da Na®, K* - ATPase em membrana plasmatica sinaptica. Os resultados
mostraram que hipoxantina provoca uma redugao significativa (45%) na atividade da
enzima.

+

Com o objetivo de verificar se a inibicgdo da *, K* - ATPase causada pela
hipoxantina sobre a atividade da Na®, K* - ATPase era mediado pela formagéo de
radicais livres, avaliamos o efeito de agentes antioxidantes, como GSH e trolox
(vitamina E soluvel), sobre a atividade dessa enzima. A analise estatistica
demonstrou que GSH e trolox per se néo alteraram a atividade da Na®*, K" - ATPase.
Por outro lado, o GSH anula o efeito inibitério causado pela hipoxantina sobre a

atividade da enzima. Ja o trolox n&o foi capaz de prevenir a inibicdo enzimatica

causada por essa oxipurina.

Os presentes dados sugerem o envolvimento dos grupos SH presentes na Na’,
K" - ATPase no mecanismo de inibicdo dessa enzima causada pela hipoxantina.
Esses resultados estdo acordo com estudos prévios realizados em nosso laboratério,
os quais demonstraram que GSH é capaz de prevenir os efeitos inibitérios

provocados pela homocisteina (STRECK et al., 2001) e prolina (FRANZON et al.,



2003) sobre a Na*, K* - ATPase cerebral, indicando que os grupos sulfidrila sdo

essenciais para o funcionamento normal da enzima.

A fim de confirmar a participacao do estresse oxidativo na inibicdo da atividade da
Na®, K - ATPase causada pela hipoxantina, investigamos o efeito in vitro da
hipoxantina sobre alguns parametros de estresse oxidativo. Os resultados mostraram
que a hipoxantina provocou um aumento significativo (40%) na peroxidacao lipidica
(TBARS) e uma diminuigcédo (22%) na capacidade antioxidante tecidual (TRAP) em
estriado de ratos neonatos. Considerando que nossos resultados demonstrados
anteriormente nesse trabalho mostram que o trolox n&o preveniu a inibicdo da Na®,
K" - ATPase causada pela hipoxantina e os resultados obtidos neste momento
mostram que a hipoxantina aumenta TBARS, acreditamos que a concentragdo de
trolox utilizada nesse estudo (1 mM) nao foi suficiente para proteger as membranas
celulares da peroxidacéo lipidica e por isso nao preveniu a inibicdo da atividade da

enzima pela hipoxantina.

Tendo em vista que estresse oxidativo € definido como a quebra da homeostase
entre a produgdo de radicais livres e as defesas antioxidantes, sugerimos que
hipoxantina induza o estresse oxidativo cerebral. Nossos resultados estdo de acordo
com estudos prévios da literatura, os quais mostram que a hipoxantina aumenta a
producgao de radicais livres (CHAN et al., 1984, BECKMAN et al., 1987). Além disso,
a peroxidagao de lipidios, o conteudo de glutationa oxidada e a atividade de uma das

enzimas do metabolismo energético (aconitase) estdo aumentados em estriado de



ratos com deficiéncia na enzima HGPRT, indicando a participagdo do estresse

oxidativo na disfuncao cerebral presente na doenca (VISSER et al., 2002).

E possivel que a inibicdo na atividade da Na®, K* - ATPase e/ou estresse
oxidativo possam estar envolvidos nos mecanismos pelos quais as oxipurinas sao
neurotoxicas. Acreditamos que nossos resultados possam contribuir para a
compreensdo da disfuncdo neuroldgica encontrada em pacientes portadores da

sindrome de Lesch-Nyhan.

4.0 Conclusdes

1. As oxipurinas hipoxantina, xantina e acido durico in vitro inibem
significativamente a atividade da enzima Na®, K* - ATPase em membrana

plasmatica sinaptica de estriado de ratos neonatos.

2. Através da analise do grafico de Lineweaver-Burk, observamos que
hipoxantina inibe a atividade da Na*, K* - ATPase de forma ndo competitiva

com o substrato ATP.

3. Hipoxantina, xantina e acido urico apresentam um mecanismo similar de acao
sobre a atividade da Na*, K* - ATPase, sugerindo um mesmo sitio de ligagéo

na enzima.



4. A pré-incubagdo do homogeneizado de estriado de ratos neonatos com
hipoxantina, na concentragdo de 10 pM, inibiu significativamente a atividade

da Na*, K" - ATPase em membrana plasmatica sinaptica.

5. A glutationa, na concentracdo de 1.0 mM, preveniu o efeito inibitério da
hipoxantina sobre a atividade da Na*, K* - ATPase em membrana plasmatica

sinaptica de estriado de ratos neonatos.

6. O trolox, na concentragcado de 1.0 mM, nao foi capaz de prevenir a inibicdo da
atividade da Na®, K - ATPase causado pela hipoxantina em membrana

plasmatica sinaptica de estriado de ratos neonatos.

7. Hipoxantina, in vitro, na concentracdo de 10 yM, provocou o aumento da
peroxidagao lipidica (TBARS) e a diminui¢do da capacidade antioxidante total

n&o enzimatica (TRAP) em homogeneizado de estriado de ratos neonatos.



5.0. Perspectivas

5.1. Verificar o efeito in vitro da hipoxantina sobre a atividade de algumas enzimas
antioxidantes (catalase, superoxido dismutase e glutationa peroxidase) em estriado

de ratos neonatos.

5.2. Verificar o efeito in vitro do Z-nucleotideo, outra substancia acumuladas na
doenga de Lesch-Nyhan, sobre a atividade da Na*, K - ATPase em estriado de ratos

neonatos.

5.3. Verificar o efeito in vitro da hipoxantina sobre alguns parametros do metabolismo

energético em estriado de ratos neonatos.

5.4. Desenvolver um modelo experimental quimico em ratos da doenca de Lesch-

Nyhan.

5.5 Estudar alguns parametros bioquimicos (Na®, K* - ATPase / metabolismo
energético) e comportamentais (water maze e esquiva inibitéria) em ratos

submetidos ao modelo experimental quimico de Lesch-Nyhan.
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