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RESUMO

A homocistinuria € um erro inato do metabolismo caracterizado, bioquimicamente, pela
deficiéncia da enzima cistationina-B-sintase, resultando no acumulo tecidual de
homocisteina. Os pacientes afetados apresentam sintomas neurolégicos e vasculares
caracteristicos, como retardo mental e arteriosclerose, cuja fisiopatologia €
desconhecida. No presente trabalho, avaliamos os efeitos in vitro e in vivo da
homocisteina sobre alguns parametros bioquimicos. Primeiramente, observamos o
efeito in vitro da exposicdo de homogeneizados de cortex parietal de ratos ao acido
folico, avaliando a inibicdo causada pela homocisteina sobre a atividade da Na* K*-
ATPase de membranas plasmaticas. Nos estudos in vivo, investigamos o efeito do
pré-tratamento com &cido félico sobre a inibicdo das enzimas Na* K'-ATPase e
butirilcolinesterase em cortex parietal e em soro de ratos submetidos a
hiperhomocisteinemia aguda, respectivamente. Considerando que a Na*,K*-ATPase ¢
suscetivel ao ataque de radicais livres, ndés determinamos o efeito da
hiperhomocisteinemia aguda sobre alguns parametros de estresse oxidativo, como a
formacgao de substancias reativas ao acido tiobarbitirico e o conteudo total de grupos
tidis em cortex parietal de ratos. Finalmente, investigamos o efeito do acido félico
sobre a redugéo da atividade da Na*,K*-ATPase em cortex parietal e sobre o aumento
do indice de dano ao DNA em sangue total de ratos submetidos a
hiperhomocisteinemia crbnica. Nossos resultados mostraram que a homocisteina in
vitro reduz, significativamente, a atividade da Na’,K’-ATPase e que o acido folico
previne esse efeito. Estudos cinéticos com o substrato ATP revelaram que a
homocisteina inibe de forma ndo-competitiva a enzima Na*,K*-ATPase. Os estudos in
vivo confirmaram que a hiperhomocisteinemia aguda diminui as atividades das
enzimas Na’,K'-ATPase e butirilcolinesterase e que o pré-tratamento com acido folico
também previne os efeitos causados pela homocisteina. Por outro lado, a
hiperhomocisteinemia aguda n&o alterou os parédmetros de estresse oxidativo
analisados. A hiperhomocisteinemia cronica inibiu a Na*,K*-ATPase em cortex parietal
e aumentou o indice de dano ao DNA em sangue total de ratos e, novamente, o
tratamento com &cido félico previne tais efeitos. Esses resultados, em conjunto,
revelam os efeitos da homocisteina sobre alguns paradmetros bioquimicos e colaboram
com o entendimento da fisiopatologia da homocistinuria. Além disso, os resultados
sugerem que o acido folico, ja utilizado por alguns pacientes homocistinuricos, podera
ser uma importante ferramenta terapéutica utilizada na prevencdo dos efeitos

neuroldgicos e vasculares da homocisteina.
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ABSTRACT

Homocystinuria is an inborn error of metabolism biochemically caracterized by
cystathionine-B-synthase deficiency and tissue accumulation of homocysteine,
and clinically by mental retardation, seizures and vascular disturbs. In the
present work we studied in vitro and in vivo effects of homocysteine on some
biochemical parameters. In the in vitro studies, we first investigated the effect of
exposing parietal cortex homogenates to folate on the inhibition of Na® K'-
ATPase from synaptic plasma membranes of rats caused by homocysteine. In
the in vivo studies, we investigated the effect of folic acid pretreatment on
Na*,K*-ATPase and butyrylcholinesterase activities in parietal cortex and serum
of rats subjected to acute hyperhomocysteinemia, respectively. Considering that
Na® K*-ATPase is susceptible to free radical attack, we evaluated the effect of
acute hyperhomocysteinemia on some parameters of oxidative stress, named
thiobarbituric acid-reactive substances and total thiol content in parietal cortex
of rats. We also investigated folic acid effect on Na*,K*-ATPase inhibition in
parietal cortex and DNA damage index in whole blood of rats subjected to
chronic hyperhomocysteinemia. In vitro studies showed that homocysteine
reduced Na*,K'-ATPase activity in synaptic plasma membranes. Folic acid
prevented homocysteine effect. Kinetic studies showed that homocysteine
inhibited Na*,K'-ATPase by a non-competitive manner with ATP. We also
performed in vivo studies, our results showed that acute hyperhomocysteinemia
reduced Na’,K'-ATPase and butyrylcholinesterase activities. Folic acid
pretreatment prevented such effect. However, acute hyperhomocysteinemia did
not alter oxidative stress parameters studied. Chronic hyperhomocysteinemia
reduced Na* K*-ATPase activity in parietal cortex and increased DNA damage
index in whole blood of rats. The concomitant folic acid treatment prevented
homocysteine effects. These results explain, at least in part, some mechanisms
related to the dysfunctions observed in human homocystinuria. Moreover, folic
acid, a vitamin used by some patients, can be an important therapeutic

approach to prevent neurologic and vascular effects of homocysteine.
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l. INTRODUCAO

1. Erros Inatos do Metabolismo

Erros inatos do metabolismo (EIM) sdo doengas hereditarias,
majoritariamente, autossémicas recessivas que se caracterizam pela sintese de uma
proteina alterada, geralmente, uma enzima com atividade parcial ou totalmente
reduzida, resultando no bloqueio da via metabdlica com conseqliente acumulo de
substrato e diminuicdo da sintese de produto. A freqtiéncia individual dos EIM é baixa,
porém, em conjunto, os aproximados 500 EIM descritos atingem um a cada mil
nascimentos (Scriver et al., 2001).

A classificagao mais utilizada para os EIM é realizada de acordo com a
area do metabolismo afetada (Scriver et al., 2001): EIM de aminoacidos, de acidos
organicos, de glicidios, de lipidios, de glicosaminoglicanos, de glicoproteinas, de
purinas e pirimidinas, de enzimas eritrocitarias, de metais, de lipoproteinas, de
hormdnios e de proteinas plasmaticas. Este trabalho enfoca um EIM de aminoacidos

denominado homocistinuria (HCU).

2. Homocistinuria

A HCU é um erro inato do metabolismo dos aminoacidos sulfurados, que foi
reportado pela primeira vez em 1969 por McCully, com a identificagdo de homocistina
[duas moléculas de homocisteina (Hcy) ligadas por ponte dissulfeto] na urina de uma
paciente portadora de HCU, que apresentava placas arteriosclerdticas, precocemente

(McCully, 1969). O estudo realizado por McCully foi o primeiro a relacionar os niveis



elevados de Hcy plasmaticos, a deficiéncia das vitaminas Bg, B2 e acido fdlico
encontrados em pacientes com alguns sintomas da HCU ao aparecimento de
arteriosclerose em pacientes homocistinuricos (Walter et al., 1998; Mudd et al., 2001).
A HCU é uma doenca autossdmica recessiva com uma prevaléncia média variando
de 1:80.000 a 1:200.000 nascidos vivos, o que depende das caracteristicas
populacionais do local do estudo. Essa doenca se caracteriza bioquimicamente pela
deficiéncia parcial ou total da enzima cistationina B-sintase (CBS), resultando em
acumulo tecidual do seu substrato Hcy, e na falta do produto cistationina (Figura 1). As
concentragdes plasmaticas normais de Hcy variam de 5 — 15 pyM, podendo alcancgar até
500 uM na HCU classica onde a atividade da enzima CBS esta fortemente reduzida. A
Hcy, via remetilacédo, é convertida a metionina (Met). Portanto, a concentragdo desse
aminoacido pode elevar-se de 35 uyM a 2000 pM no plasma dos pacientes
homocistinuricos. Estudos mostram que em pacientes heterozigoéticos a atividade da
enzima CBS esta reduzida em aproximadamente 50% em extratos de figado e
fibroblastos. Além disso, a atividade dessa enzima também encontra-se diminuida em
cérebro, linfécitos, cultura de células do fluido amnidtico e vilosidades coribnicas.
Cistationina e cisteina, os produtos da via de transulfuragdo da Hcy, tém suas
concentragdes reduzidas em pacientes homocistinuricos (Mudd et al., 2001).

Os pacientes homocistindricos apresentam sintomas clinicos envolvendo
diversos 6rgaos e sistemas, incluindo os olhos, o sistema vascular e o sistema nervoso
central (SNC). Os achados clinicos no sistema vascular incluem tromboembolismo,
arteriosclerose e infarto, e eles sao a principal causa de morte precoce nesses
pacientes. Os sintomas observados no SNC incluem convulsées, disturbios

psiquiatricos, disturbios de comportamento e um variado grau de retardo mental. Esses



sintomas vem sendo relacionados as altas concentragdes teciduais de Hcy observadas
nos pacientes (Mudd et al., 2001).

O diagnéstico inicial da HCU é dado pela presenga de sinais clinicos
caracteristicos da doenca. Porém, o diagnodstico definitivo faz-se por analise dos
parametros bioquimicos. O teste de triagem para HCU consiste na identificacdo da
homocistina na urina do paciente, a qual reage com o cianeto-nitroprussiato. A
deteccdo e a quantificacdo dos metabdlitos da Hcy no plasma podem ser realizadas
por eletroforese, cromatografia de troca ibnica ou cromatografia liquida de alta
resolugcdo. Essas metodologias também s&o utilizadas para o monitoramento da
eficacia do tratamento empregado em pacientes homocistinuricos. A confirmagao do
diagndstico de HCU é dada através de ensaios diretos da atividade da enzima CBS em
biépsia de figado, cultura de fibroblastos da pele ou linfécitos estimulados por
fitohemaglutinina obtidos dos pacientes. O diagnédstico precoce dessa doenga auxilia o
clinico a uma melhor conducgao terapéutica, evitando o desenvolvimento dos sintomas
mais graves da doenca. Neste sentido, pode-se realizar o diagndstico pré-natal através
da medida dos metabdlitos da Hcy no liquido amnidtico, utilizando-se cromatografia
liquida de alta pressao, ou pela determinagao da atividade da enzima CBS em cultura
de células livres do liquido amnidtico (Fowler e Jakobs, 1998; Mudd et al., 2001; 2003).

Apobs o diagnéstico clinico e bioquimico da HCU, inicia-se o tratamento com uma
dieta reduzida em Met, e com uma suplementagdo de vitamina Bg (para pacientes
responsivos a piridoxina), cisteina e acido félico. A dieta com restricdo de Met permite a
reducdo da formacado de Hcy, j4 que a Met é a sua precursora. Esta dieta tem
demonstrado ser efetiva, reduzindo os niveis de Met até niveis normais e de Hcy até
niveis nao-detectaveis no plasma. A piridoxina € convertida a piridoxal fosfato (PLP),

que é o cofator da CBS, e portanto estimula a atividade dessa enzima, reduzindo a



concentracao de Hcy. O acido folico é convertido a 5-metiltetraidrofolato (5-MeTHF),
um doador de grupamentos metil na conversao de Hcy a Met. Tendo em vista a fungao
da cisteina como precursora do mais importante antioxidante cerebral, a glutationa, faz-
se necessario utilizar uma dieta suplementada com cisteina. O tratamento tem por
objetivo controlar ou eliminar as complicacbes neurolégicas e periféricas e as
anormalidades bioquimicas caracteristicas da doenga, impedindo a progressao da

sintomatologia (Walter et al., 1998; Mudd et al., 2001).
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Figura 1. Via metabdlica da homocisteina e bloqueio metabdlico da enzima cistationina 3-sintase

caracteristico da homocistinuria.



3. Homocisteina

A Hcy é um aminoacido sulfurado sintetizado a partir da Met (Figura 2). Esta
participa do metabolismo de um carbono, uma rota metabdlica fundamental para
metilagcdo de diversos substratos, além de estar envolvida na sintese e reparo do DNA.
A Met pode ser obtida da dieta ou da degradacdo enddégena de proteinas, e é
convertida a S-adenosilmetionina (SAM) pela enzima metionina adenosiltranferase
(MAT; EC 2.5.1.6). A SAM formada é convertida a S-adenosil homocisteina (SAH) por
uma metiltransferase (MT). Esta reagao é a principal via de metilagdo de compostos
enddégenos, como o acido desoxirribonucléico (DNA), a fosfatidiletanolamina, o
guanidinoacetato e alguns neurotransmissores. A SAH é hidrolisada a Hcy e adenosina
pela S-adenosil homocisteina hidrolase (SAHH; EC 3.3.1.1). A Hcy formada pode ser
catabolizada de duas formas: (1) através da via de remetilagdo, onde a Hcy recebe um
grupo metil proveniente do 5-MeTHF pela enzima metionina sintase (MS; EC 2.1.1.13)
ou da betaina, em menor quantidade, pela enzima betaina homocisteina
metiltransferase (BHMT; EC 2.1.1.15) formando novamente Met; ou, alternativamente,
(2) através da via de transulfuragao, onde a Hcy é convertida a cistationina pela enzima
CBS (EC 4.2.1.22), que utiliza como cofator o PLP, e a cistationina formada é
convertida a cisteina pela cistationina y-liase (CGL; EC 4.4.1.1). A rota de remetilagao é
amplamente distribuida no organismo, enquanto que a via de transulfuragdo da Hcy
tem distribuicdo limitada, sendo encontrada em maior quantidade no figado, rins,

intestino delgado e pancreas (Fowler, 1997; Brosnan et al., 2004).
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Figura 2. Metabolismo da homocisteina e bloqueio metabdlico da enzima cistationina B-sintase

caracteristico da homocistinuria (Adaptado de Mudd et al., 2001).

MAT — metionina adenosil transferase; MT — metiltransferase; SAHH — S-adenosilhomocisteina hidrolase; CBS — cistationina p-
sintase; CGL - cistationina vy-liase; MS — metionina sintase; BHMT — betaina homocisteina metiltransferase; MTHFR -
metilenotetrahidrofolato redutase; SAM — S-adenosil metionina; SAH — S-adenosil homocisteina; THF — tetrahidrofolato; 5,10-MTHF
— 5,10-metilenotetrahidrofolato; 5-Me-THF — 5-metiltetrahidrofolato.

O metabolismo da Hcy tem pontos chaves de regulagéo, sendo dependente de
diversos fatores, entre eles a adequada ingestdo de vitaminas (cofatores das enzimas
do ciclo da Hcy) e de proteinas que contém Met. A MS tem como grupo prostético a
vitamina B+, (cobalamina) e as enzimas que participam da via de transulfuragdo, CBS e
CGL, utilizam como grupo prostético o PLP, um derivado da vitamina Bg. O acido félico,
ou vitamina By, € o precursor do 5-MeTHF, o principal doador de grupamentos metil na
via de remetilagdo da Hcy. Em conjunto, estes dados indicam que a deficiéncia
vitaminica pode alterar a concentragdo plasmatica de Hcy. Em adig&o, a ingesta de
proteinas contendo Met e a concentragao de substratos chaves, como a concentragéo
de SAM, podem regular a velocidade da rota e direcionar a Hcy tanto para a
remetilagcdo, quanto para a transulfuragédo (Fowler, 1997; Brosnan et al., 2004).

A Hcy é encontrada no plasma sob diversas formas redox (figura 3): a forma
reduzida contribui em menor quantidade para o “pool” total de Hcy, apenas 1 — 4%; a

forma oxidada ligada a proteinas, como a albumina, através de uma ponte dissulfeto



corresponde a 70% - 80% da Hcy total plasmatica; e a forma livre oxidada (composta
por um misto de dissulfetos) encontra-se numa propor¢ao de aproximadamente 20%
(Mudd et al., 2001; Perna et al., 2003; Brosnan et al., 2004). Entretanto, essa proporc¢ao
€ perdida quando a concentragao plasmatica de Hcy supera 140 uyM, ocorrendo
saturacido da ligacao as proteinas plasmaticas e aumento na concentragéo de Hcy na

forma livre (Perna et al., 2003).
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Figura 3. Formas redox da homocisteina.

3.1. Homocisteina e Neurotoxicidade

Além dos dados clinicos correlacionando altas concentragdes plasmaticas de
Hcy com os sintomas caracteristicos da HCU, como retardo mental e crises epiléticas
(Mudd et al., 1985), estudos em modelos animais demonstraram que a injegao
intraperitonial de altas doses de Hcy esta relacionada a convulsdes em ratos (Kubova
et al.,, 1995; Mudd et al., 2001). O cérebro € um 6rgéo, especialmente, sensivel aos
efeitos da Hcy, além disso, este aminoacido neurotoxico é concentrado em neurdnios,

pois ele é, rapidamente, captado através de um transportador especifico de membrana



(Grieve et al., 1992). Outro fator importante que favorece a neurotoxicidade da Hcy é
atribuida a auséncia de duas vias importantes de eliminagdo dessa substancia, ja que a
enzima BHMT e parte da via de transulfuracdo até cisteina ndo estdo presentes no
cérebro (Finkelstein, 1998). Nesse contexto, a Hcy tem sido relacionada a morte
neuronal via excitotoxicidade, por provocar a ativagdo de receptores glutamateérgicos
metabotropicos do grupo | (Zieminska et al., 2003) e ionotropico N-metil-D-aspartato
(NMDA) (Kim e Pae, 1996; Lipton et al., 1997; Kim, 1999; Kruman et al., 2000).

Outra abordagem utilizada para explicar os efeitos citotoxicos da Hcy, envolve a
inducdo de estresse oxidativo, via aumento na produgdo de espécies reativas de
oxigénio, que podem atuar sobre lipidios, proteinas e sobre o DNA, ou por reducéo na
producdo de defesas antioxidantes (Halliwell e Whiteman, 2004). Estudos tém
demonstrado que a autoxidagdo da Hcy formando homocistina e dissulfetos mistos
promove a geragao de espécies reativas de oxigénio, como o radical superéxido e
peréxido de hidrogénio, que posteriormente € convertido a radical hidroxil, o mais
danoso para as células (Mudd et al., 2001; Ho et al., 2002; Dayal et al., 2004; Faraci e
Lentz, 2004). Trabalhos mostram que a neurotoxicidade da Hcy € prevenida pela
incubacdo concomitante com as enzimas antioxidantes catalase e superoxido
dismutase mais catalase, demonstrando o envolvimento dos radicais livres na
citotoxicidade mediada por esse aminoacido (Kim e Pae, 1996). Ho e colaboradores
(2002) ampliaram o panorama de agao da Hcy como neurotoxina, mostrando o papel
da Hcy na producédo de espécies reativas de oxigénio, na ativacdo de receptores
NMDA com conseqiiente influxo de Ca®*, e na indugcdo de apoptose via deplecdo de
ATP celular pela ativacdo das enzimas de reparo de DNA e via ativacao da cascata das

caspases.



Resultados obtidos em nosso laboratério corroboram com os dados da literatura.
A Hcy inibe a atividade da Na*,K*-ATPase em hipocampo (Streck et al., 2002a; Wyse et
al., 2002) e cortex parietal de ratos submetidos a hiperhomocisteinemia (Matté et al.,
2004). Essa inibicao enzimatica pode estar relacionada com a inducdo de estresse
oxidativo promovida pela Hcy in vitro em hipocampo (Streck et al., 2003a) e em cortex
parietal de ratos (Matté et al., 2004), ou com a possivel redugao do aporte energético
cerebral, visto que a Hcy inibe o ciclo de Krebs e a cadeia respiratoria (Streck et al.,
2003b) em hipocampo de ratos. A neurotoxicidade desse aminoacido pode ser
sugerida, também, pelo aumento do dano celular, medido pela liberagdo da enzima
lactato desidrogenase para o meio de incubagdo, em fatias de hipocampo de ratos
hiperhomocisteinémicos submetidas a privacdo de oxigénio e glicose (dados nao

mostrados).

4. Acido Félico

O &cido félico € a forma mais oxidada e estavel dos folatos, sua estrutura
consiste de um anel pteridina ligado ao acido p-aminobenzéico, através de uma ponte
metileno, e este a um residuo de acido glutdmico. Esta vitamina nao € sintetizada pelos
humanos, e desta forma, deve ser ingerida com a dieta, visto que participa de
importantes fungdes enddégenas, como a sintese de DNA. As principais fontes naturais
de acido folico sao vegetais verdes, algumas frutas citricas, figado e cereais. Além
destas fontes, diversos produtos comerciais tém recebido suplementacdo com esta
vitamina, especialmente farinhas (Finglas et al., 2003).

Algumas células de mamiferos, como os neurbnios e a glia apresentam

transportadores especificos para acido félico, o que demonstra a importancia desta
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vitamina no metabolismo cerebral (Sirotnak e Tolner, 1999). Apds internalizagcao
celular, o acido folico, que ja se encontra ligado a um radical glutamato, recebe em
torno de oito residuos de glutamato, que promovem sua retengdo no meio intracelular.
O acido fdlico poliglutamato encontra-se compartimentalizado no meio intracelular,
aproximadamente metade do “pool” encontra-se na mitocondria e o restante no citosol
(Suh et al., 2001).

Considerando a participagao do acido félico na rota metabdlica da Hcy, estudos
clinicos e em modelos animais tém sido desenvolvidos com a finalidade de avaliar o
efeito da administracdo ou a ingesta de acido folico sobre os efeitos toxicos causados
pela Hcy. Testes clinicos mostraram que o acido félico reduz significativamente os
niveis plasmaticos de Hcy em humanos (Homocysteine Lowering Trialists’
Collaboration, 1998; Rydlewicz et al.,, 2002; Lamers et al., 2004). Achéon e
colaboradores (2000) administraram a ratos uma dieta suplementada com acido félico e
observaram um aumento da relacdo SAM:SAH hepatica, possivelmente pelo aumento
da sintese de SAM, o que sugere um aumento na velocidade da via de remetilagdo da
Hcy. Isso é reforgado pela redugédo nas concentragcbes séricas de Hcy nesse modelo
animal. Por outro lado, uma dieta com deprivagcado de acido félico aumenta os niveis
plasmaticos de Hcy (Kim et al., 2002; Ho et al., 2003) e esta relacionada com morte de
neurénios dopaminérgicos em modelo animal da doenga de Parkinson (Duan et al.,

2002).

5. Na", K*-ATPase

A Na*,K*-ATPase é uma enzima integral de membrana amplamente distribuida

nas células de mamiferos, porém encontrada em maior concentracdo em células
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epiteliais e neurais (Hansen e Clausen, 1988). As células nervosas apresentam uma
elevagdo gradativa da atividade da Na',K'-ATPase apds o nascimento, que se co-
localiza temporalmente com as alteragbes durante a sinaptogénese ativa, sendo que
uma maior atividade desta enzima ocorre na regido sinaptica (Erecinska et al., 2004).
Esta enzima, da familia das P-ATPases, utiliza a hidrolise de cerca de 50% do ATP
produzido no cérebro (Erecinska e Silver, 1994) a fim de manter o gradiente ibnico
neuronal, através do co-transporte de trés ions Na* para o meio extracelular e dois ions
K" para o meio intracelular. A manutencdo do equilibrio eletrolitico intra e extracelular
garante ao neurénio a geragao do potencial de membrana e do gradiente eletroquimico
a fim de manter a excitabilidade e o volume neuronal (Kaplan, 2002; Devlin, 2003).

A Na',K'-ATPase é uma proteina oligomérica com duas subunidades a
transmembrana, que contém os sitios de ligacdo para Na', K, ATP e glicosideos
cardiacos, duas subunidades B regulatérias, na forma de glicoproteinas, e uma
subunidade y. Durante o ciclo catalitico da Na*,K*-ATPase a subunidade a é fosforilada
e desfosforilada em um residuo de acido aspartico, estabilizando sua estrutura em
duas formas, E¢ e E; (Figura 4) (Vasilets e Schwarz, 1993; Kaplan, 2002; Devlin, 2003;

Jorgensen et al., 2003).
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Figura 4. Ciclo catalitico da Na’,K*-ATPase.

A forma E; é estabilizada pela ligacéo de trés ions Na®. A fosforilagdo da enzima
promove a perda da afinidade pelos ions Na* e conseqtiente liberacdo dos mesmos no
meio extracelular. A enzima passa a forma E,, com alta afinidade por ions K*, ligando
assim dois ions, o que provoca a desfosforilagdo da enzima, seguida pela perda da
afinidade pelos ions K*, que s&o liberados no meio intracelular. Finalmente, a enzima
liga ATP novamente voltando a forma E4, que tem alta afinidade por Na*. Essa enzima
tem sua atividade inibida por glicosideos cardiacos, como a digoxina e a ouabaina
(Vasilets e Schwarz, 1993; Kaplan, 2002; Devlin, 2003; Jorgensen et al., 2003).

Dados da literatura mostram que a atividade da Na*,K'-ATPase esta reduzida
em isquemia cerebral (Wyse et al., 2000) e em algumas doengas neurodegenerativas
(Lees, 1993; Hattori et al., 1998). Possiveis mecanismos de reducéo da atividade desta
enzima envolvem o estresse oxidativo, pois a Na’,K'-ATPase ¢ inibida por radicais
livres, como as espécies reativas de oxigénio (Lees, 1993; Kurella et al., 1999; Wang et

al., 2003), peroxinitrito e 6xido nitrico (NO) (Sato et al., 1997), possivelmente por
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diminuicao dos grupos sulfidrila viaveis presentes na enzima (Dobrota et al., 1999;
Kurella et al., 1999). Essa enzima ainda € inibida por produtos de lipoperoxidagao,
como malondialdeido e 4-hidroxi-2-transnonenal, e por alteragdes na fluidez da
membrana plasmatica (Morel et al., 1999; Rauchova et al., 1999; Chakraborty et al.,
2003).

Estudos prévios realizados em nosso grupo de pesquisa mostraram que a
atividade da Na',K'-ATPase esta reduzida em cortex parietal (Matté et al., 2004) e
hipocampo (Streck et al., 2002a) de ratos submetidos ao modelo experimental de
hiperhomocisteinemia. Por outro lado, as vitaminas E e C (Wyse et al., 2002), a
glutationa, a cisteina e o ditiotreitol previnem o efeito mediado pela Hcy em hipocampo
de ratos, indicando a participacdo do estresse oxidativo na inibicdo da atividade da
Na® K'-ATPase nessa estrutura cerebral (Streck et al., 2002b). O superoxido também
parece estar envolvido na reducdo da atividade da Na*,K*-ATPase em hipocampo de
ratos, desde que a enzima superdxido dismutase previne a inibicdo da Na*,K*-ATPase

em membrana plasmatica sinaptica de ratos (Streck et al., 2002b).

6. Butirilcolinesterase

A acetilcolina € um neurotransmissor classico que tem sua atividade finalizada
por enzimas colinesterases presentes na sinapse. As colinesterases dividem-se em
duas classes de acordo com sua preferéncia por substratos: acetilcolinesterase, que
preferencialmente hidrolisa acetilcolina, e butirilcolinesterase (BuChE), que hidrolisa
acetilcolina e outros ésteres de colina. A BUChE é uma enzima responsavel pela
hidrdlise de ésteres de colina em soro, figado, coragao, endotélio nervoso e SNC (Mack

e Robitzki, 2000). Essa enzima foi recentemente identificada em cortex cerebral,
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hipocampo, amigdala e talamo (Darvesh et al., 2003), estruturas com papel importante
nas fungdes cognitivas. Um aumento da atividade da BuChE foi observada no cérebro
de pacientes com a doenca de Alzheimer (Benzi e Moretti, 1998). Esses autores
relacionaram a formacao de placas amildides com as alteragdes na atividade dessa
enzima.

Estudos realizados em nosso laboratério mostraram que a hiperhomocisteinemia
reduz a atividade da BuChE em soro de ratos e que as vitaminas E e C previnem tal

efeito (Stefanello et al., 2005a).

7. Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo é conceituado como um desequilibrio entre a
producao de espécies reativas e defesas antioxidantes (Halliwell e Whiteman, 2004).
Os radicais livres sao formados em nosso organismo em condigdes fisiolégicas em
quantidades controladas pelas defesas antioxidantes, entretanto, em situacdes
patolégicas ocorre um aumento na formagao de radicais livres e/ou uma diminui¢do nas
defesas antioxidantes enddégenas, promovendo o estresse oxidativo (Salvador e
Henriques, 2004).

As espécies reativas de oxigénio sdo formadas em grande quantidade pela
respiracao celular, na mitocondria, principalmente nos complexos | e Ill da cadeia
respiratéria, onde ocorre redugédo incompleta (2-5%) do oxigénio molecular. Os
principais representantes das espécies reativas de oxigénio sao os radicais superoxido
e hidroxil, e o perdoxido de hidrogénio (Halliwell e Gutteridge, 1999; Salvador e

Henriques, 2004). As espécies reativas de oxigénio podem atuar sobre diversos alvos
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celulares, entre esses estdo os lipidios, as proteinas e o DNA (Halliwell e Whiteman,
2004).

As defesas antioxidantes podem ser divididas em enzimaticas e nao-
enzimaticas. Entre as enzimas antioxidantes, as principais sdo superoxido dismutase,
catalase, glutationa peroxidade e glutationa redutase (Halliwell, 2001; Salvador e
Henriques, 2004). Quanto as defesas antioxidantes nao-enzimaticas, as principais sao
as vitaminas, como as vitaminas A, C, E, riboflavina e tiamina, os polifendis e os
compostos de baixo peso molecular, que incluem bilirrubina, a-cetoacidos, melatonina,
urato, acido lipdico, estrogenos e glutationa (Salvador e Henriques, 2004)

O estresse oxidativo tem sido relacionado com diversas patologias de origem e
fisiopatologia ainda obscuras, tais como as doengas neurodegenerativas de Parkinson
e Alzheimer, esclerose lateral amiotrofica, cancer e doengas neuroldgicas (Halliwell,
2001; Salvador e Henriques, 2004). Resultados obtidos em nosso laboratério
mostraram que a Hcy in vitro induz o estresse oxidativo em cortex parietal (Matté et al.,
2004) e hipocampo de ratos (Streck et al., 2003a). Wyse e colaboradores (2002)
verificaram que a hiperhomocisteinemia aguda promove a inibicdo da catalase e

diminui as defesas antioxidantes ndo-enzimaticas em hipocampo de ratos.
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II. OBJETIVOS

Objetivo geral

Considerando que: (1) a Hey reduz as atividades da Na*,K*-ATPase e da BuChE
em cortex parietal e soro de ratos, respectivamente, (2) a Hcy in vitro induz estresse
oxidativo em cortex parietal, e (3) o acido félico faz parte da via metabdlica de
remetilacdo da Hcy, o objetivo geral do nosso estudo foi investigar o efeito do acido
folico sobre as alteragbes causadas pela Hcy nas atividades da Na*,K'-ATPase e da
BuChE, nos parametros de estresse oxidativo e no indice de dano ao DNA.

Esse trabalho sera dividido em trés capitulos como segue:

Capitulo |

Objetivos especificos

1. Investigar o efeito da exposi¢ao de homogeneizados de cértex parietal de ratos
a Hcy avaliando a atividade da Na®,K'-ATPase em membranas plasmaticas
sinapticas.

2. Verificar o papel do acido folico e do N*-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME),
um inibidor da o6xido nitrico sintase (NOS) sobre a inibicdo da atividade da
Na®,K*-ATPase causada pela Hcy.

3. Realizar estudos cinéticos da atividade da Na*,K*-ATPase na presenga de Hcy,

quando adicionada ao ensaio enzimatico (in vitro) em cortex parietal de ratos.
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Capitulo Il

Objetivos especificos

1.

Investigar o efeito do pré-tratamento com acido félico sobre a redugdo da
atividade da Na' K'-ATPase em coértex parietal de ratos submetidos a
hiperhomocisteinemia aguda.

Investigar o efeito do pré-tratamento com acido félico sobre a redugdo da
atividade da BuChE em soro de ratos submetidos a hiperhomocisteinemia
aguda.

Avaliar o efeito da hiperhomocisteinemia aguda sobre alguns parametros de
estresse oxidativo, denominados formacdo de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) e conteudo total de grupos tidis em cortex parietal de

ratos.

Capitulo Il

Objetivos especificos

1.

Avaliar o efeito do tratamento com acido folico sobre a reducao da atividade da
Na® K*-ATPase em coértex parietal de ratos submetidos & hiperhomocisteinemia
cronica.

Investigar o efeito da hiperhomocisteinemia crénica e do concomitante
tratamento com acido folico sobre o indice de dano ao DNA, utilizando o ensaio

cometa, em sangue total de ratos.
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OBS: os capitulos | e Il serao apresentados na forma de artigos e o capitulo Ill na

forma de resultados ndo submetidos a artigos.



19

[ll. RESULTADOS

CAPITULO | - ARTIGO 01

Na*,K*-ATPase INHIBITION BY HOMOCYSTEINE IS PREVENTED BY FOLATE AND

L-NAME IN PARIETAL CORTEX OF RATS

Cristiane Matté, Eduardo Durigon, Carlos Alexandre Netto and Angela T.S. Wyse.

Periddico: Metabolic Brain Disease
Status: Submetido (0o guia para autores do periddico Metabolic Brain Disease

encontra-se no anexo 01)
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Abstract

Homocystinuria is caracterized by cystathionine-p-synthase deficiency, resulting in
tissue accumulation of homocysteine. Patients present mental retardation, psychiatric
disorders, seizures and vascular disturbs. We have recently shown that homocysteine
added to the enzymatic assay, at an equivalent concentration found in homocystinuric
patients, reduces Na*,K*-ATPase activity in synaptic plasma membranes from parietal
cortex. In the present study we evaluated the effect of exposing parietal cortex
homogenates to homocysteine on Na',K'-ATPase activity from synaptic plasma
membranes of rats, as well whether folate, a methyl donor to homocysteine
remethylation, and N®-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), a nitric oxide synthase
inhibitor, would affect enzyme inhibition caused by homocysteine. Results showed that
homocysteine reduces Na* K*-ATPase activity in synaptic plasma membranes from
parietal cortex homogenates of rats and that both folate and L-NAME prevent
homocysteine effect on Na*,K*™-ATPase activity. In vitro kinetic studies revealed that the
apparent Km and Vmax of Na*,K*-ATPase for ATP as substrate were 1.42 mM and 3.12
umol Pi released per min per mg of protein, respectively. The Ki value was 0.074 uM,
and the inhibition was non-competitive type. Our findings contribute to the
understanding of homocysteine action on brain tissue and suggest: a) nitric oxide might
play an important role on homocysteine effect; b) folic acid supplementation might be

useful to treat neurological symptoms of hyperhomocysteinemic patients.

Key words: Homocystinuria, Homocysteine, Folate, L-NAME, Na*,K*-ATPase, Parietal

Cortex.
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1. Introduction

Cystathionine-pB-synthase (CBS) deficiency is the most frequently cause of
homocystinuria (HCU), an inborn error of metabolism characterized biochemically by
tissue accumulation of homocysteine (Hcy) and clinically by mental retardation,
psychiatric disorders, seizures and vascular disturbs (Mudd et al., 2001). Studies have
associated high Hcy and low folate levels with neurodegenerative disorders (Mattson et
al., 2002; Duan et al., 2002; Bottiglieri, 2005), cerebrovascular endothelial dysfunction
(Lee et al., 2004) and cardiovascular diseases (Moat et al., 2004). The inverse
correlation between Hcy and folate levels, and the use of folate as an adjuvant therapy
in some homocystinuric patients can be explained, at least in part, by Hcy metabolism,
as long as folate is converted to 5-methyltetrahydrofolate, the bioactive form of folate
and the main methyl donor to Hcy remethylation to methionine (Met) (Finkelstein, 1998;
Mudd et al., 2001; Brosnan et al., 2004).

Na* K*-ATPase is a transmembrane enzyme discovered in 1957 by Skou. This
enzyme has a key role in the maintenance of cell homeostasis by regulation of
membrane potential cation transport across the cellular membrane and electrochemical
gradient for neuronal excitability (Skou, 1998; Mobasheri et al., 2000; Kaplan, 2002). It
is present at high concentration in brain membranes, consuming about 40-50% of the
ATP generated in this tissue (Erecinka and Silver, 1994). It has been shown that
Na* K*-ATPase activity is inhibited by oxidative stress (Kurella et al., 1999; Dobrota et
al., 1999; Wang et al., 2003; Chakraborty et al., 2003), nitric oxide (NO) and NO-derived
products such as peroxynitrite (Sato et al., 1997). In this context, we have shown that
N®-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), a nitric oxide synthase inhibitor (NOS)

prevents the inhibition of Na* K'-ATPase activity caused by arginine in rat brain,



23

suggesting that the inhibition of this enzyme activity was probably caused by
NO/peroxynitrite and/or free radical formation (Wyse et al., 2001). On the other hand,
antioxidants such as glutathione, cysteine, dithiothreitol (Streck et al., 2001) and
vitamins E and C prevent brain Na*,K*-ATPase inhibition caused Hcy (Wyse et al.,
2002).

Literature evidence suggest that Hcy effect may occur as a result of oxidative
stress, generating superoxide and other free radicals from Hcy autoxidation (Loscalzo,
1996; Faraci and Lentz, 2004; Dayal et al., 2004), NO formation since Hcy activates
both NMDA receptors (Lipton et al.,, 1997) and NOS (Gbadegesin et al., 1999). In
agreement with these findings, Jara-Prado and colleagues (2003) showed that Hcy
induces lipid peroxidation in brain synaptosomes and we have shown that Hcy in vitro
induces oxidative stress on parietal cortex, by increasing lipid peroxidation and reduces
antioxidant defenses in parietal cortex (Matté et al.,, 2004). It has also been
demonstrated that Hcy increases lipid peroxidation in rat brain synaptosomes and that
NOS inhibitors, such as L-NAME, effectively decrease this Hcy-induced effect (Jara-
Prado et al., 2003). On the other hand, studies also show that folate acts as a
scavenger of superoxide radicals (Doshi et al., 2001; Moat et al., 2004) and prevent the
“‘uncoupling” of NOS and superoxide generation, what could prevent the peroxynitrite
formation, a neurotoxic agent derivative of NO (Das, 2003).

It was recently demonstrated that Hcy added to the enzymatic assay, at
concentrations usually found in severe HCU, inhibits Na*,K*-ATPase in purified synaptic
plasma membrane preparations from parietal cortex of rats, suggesting a direct effect
this amino acid on enzyme activity (Matté et al., 2004). Furthermore, folate pretreatment
prevents Na*,K*-ATPase inhibition caused by acute Hcy administration (Matté et al., in

press).
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In the present study we investigated whether the exposure of parietal cortex
homogenates to Hcy would inhibit Na*,K*-ATPase activity from synaptic plasma
membranes of rats and the possibility of folate and L-NAME would prevent such effect.
Finally, we performed kinetics studies of the inhibition of Na*,K*-ATPase caused by Hcy
when added in enzymatic assay. Parietal cortex was used because this cerebral
structure is known to be involved in memory/learning and homocystinuric patients, as
well as a rat model of hyperhomocysteinemia, present cognitive deficits (Mudd et al.,

2001; Reis et al., 2002; Streck et al., 2004).

2. Experimental procedure

2.1. Animals and reagents

Twenty-nine-day-old Wistar rats (number of rats = 107) were obtained from the
Central Animal House of the Departamento de Bioquimica, Instituto de Ciéncias
Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS,
Brazil. Animals were maintained on a 12/12 h light/dark cycle in an air-conditioned
constant temperature (22 + 1°C) colony room. Rats had free access to a 20% (w/w)
protein commercial chow and water. Animal care followed the official governmental
guidelines in compliance with the Federagcdo das Sociedades Brasileiras de Biologia
Experimental and was approved by the Ethics Committee of the Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Brazil.

All chemicals were obtained from Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA.

2.2. Tissue and homogenate preparation
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Rats were sacrificed without anesthesia, the brain was quickly removed and
parietal cortex dissected out. As for preparation of synaptic plasma membranes and
determination of Na*,K*-ATPase activity, the parietal cortex was homogenized in 10
volumes (1:10 w/v) 0.32 mM sucrose solution containing 5.0 mM HEPES and 1.0 mM
EDTA, pH 7.4. In some experiments, homogenates were preincubated at 37°C for 1 h
with 500 uM Hcy, 0.25 uM folate, 1.0 uM folate, 1.0 mM L-NAME, or with 500 uM Hcy
combined with 0.25 uM folate, 1.0 uM folate, or 1.0 mM L-NAME. All substances were
dissolved in 0.32 mM sucrose solution containing 5.0 mM HEPES and 1.0 mM EDTA,
pH 7.4. We used 500 uM Hcy because it is equivalent concentrations to those found in
patients blood with severe HCU (Mudd et al., 2001). Doses of folate and L-NAME were
chosen according to Fenech (2001) and Avrova and colleagues (1999). After
preincubation, synaptic plasma membranes were prepared and the activity of Na* ,K"-

ATPase was determined.

2.3. Preparation of synaptic plasma membranes from parietal cortex

Synaptic plasma membranes from parietal cortex were prepared according to the
method of Jones and Matus (1974) with some modifications (Wyse et al., 1998). The
homogenate was centrifuged at 1,000 x g for 10 min and the supernatant removed and
centrifugated at 12,000 x g for 20 min. The pellet was then resuspended in hypotonic
buffer (5.0 mM Tris-HCI buffer, pH 8.1) at 0°C for 30 min, and applied on a discontinuos
sucrose density gradient consisting of successive layers of 0.3, 0.8 and 1.0 mM. After

centrifugation at 69,000 x g for 120 min, the fraction between 0.8 and 1.0 mM sucrose
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interface was taken as the membrane enzyme preparation. The membranes were

washed in 5.0 mM Tris-HCI buffer, pH 8.1.

2.4. Na' K*-ATPase activity assay

The reaction mixture for Na*,K*-ATPase activity assay contained 5.0 mM MgCls,
80.0 mM NacCl, 20.0 mM KCI and 40.0 mM Tris-HCI, pH 7.4, in final volume of 200 L.
The reaction was initiated by ATP (0.3 mM) addition. Controls were carried out 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, as described by Wyse and
colleagues (1998). Released inorganic phosphate (Pi) was measured by the method of
Chan and colleagues (1986). All samples were run in duplicate.

For kinetic studies, 100 - 500 uM Hcy was added in Na*,K*-ATPase assay. We
also verified the ideal time for incubation and protein concentration on Na*,K*-ATPase
activity measure (data not shown). We used 5 minutes of incubation, at 37°C, protein
concentration between 0.15 - 0.30 mg/mL and ATP concentration between 0.2 - 0.6

mM.

2.5. Protein determination

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

albumin as standard.

2.6. Statistical analysis
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Data were analyzed by one-way analysis of variance followed by the Duncan’s
multiple range test, when F value was significant. 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

We first investigated the effect of preincubating parietal cortex homogenates in
the absence, or presence, of Hcy on Na',K'-ATPase activity from synaptic plasma
membranes of rats. In this study, homogenates from parietal cortex were exposed to
500 uM Hcy in presence or absence of folate (0.25 and 1.0 uM), subsequently synaptic
plasma membranes were performed and enzyme activity was assessed. Figure 1
shows that Hcy significantly reduces (40%) Na*,K*-ATPase activity. Folate per se does
not alter enzyme activity, but it was effective in preventing the inhibitory effect of Hcy on
Na* K*-ATPase activity [F(5, 26) = 6.94; p<0.001].

Considering that L-NAME prevents lipid peroxidation in rat synaptosomes, we
also investigated the effect of preincubating parietal cortex homogenates with 500 uM
Hcy in the absence or presence of 1.0 mM L-NAME, with synaptic plasma membranes
being prepared afterwards. As can observed in Figure 2, Hcy significantly inhibits
Na® K*-ATPase activity [F(3,18)=6.37; p<0.01]; post hoc analysis shows that L-NAME
per se did not alter enzyme activity, but prevents the inhibitory effect of Hcy on Na* K*-
ATPase activity.

Finally, we studied the kinetics of inhibition of Na*,K*-ATPase activity caused by
in vitro Hcy. The Lineweaver—Burk double-reciprocal plot was analyzed over the range

of 0.2 - 0.6 mM of ATP concentrations as substrate in the absence and presence of 0.1
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and 0.5 mM Hcy. Results showed that the inhibition of Na*,K*-ATPase activity caused
by Hcy was non-competitive (Figure 3), as far as maximal Na’,K'-ATPase velocity
decreased with increasing Hcy concentrations, while Km values did not change
significantly. Apparent Km and Vmax of Na* ,K*-ATPase for ATP as substrate were 1.42
mM and 3.12 umol Pi released per min per mg of protein, respectively. The Ki value
(inhibition constant), as determined from Dixon plots (plots not shown), obtained was

0.074 uM.

4. Discussion

In the present study we investigated the effect of exposing parietal cortex
homogenates to Hcy on Na*,K*-ATPase activity from synaptic plasma membranes of
rats. Results show that Hcy, at equivalent concentrations to those found in patients
blood with severe HCU (around 500 uM Hcy), provokes a significant inhibition (40%) on
Na* K'-ATPase activity. These results corroborate previous studies from our laboratory
showing that Hcy, when added to enzymatic assay (in vitro studies) or administered to
rats (in vivo studies), reduces brain Na*,K*-ATPase activity (Streck et al., 2002, Matté et
al., 2004).

Considering that Hcy is converted to Met by remethylation, in which the main
methyl donor is 5-methyltetrahydrofolate, a biactive form of folate (Mudd et al., 2001;
Brosnan et al., 2004) and that folate prevents the inhibition of Na*,K*-ATPase activity
caused by hyperhomocysteinemia in rats (Matté et al., in press), we also evaluated the
effect of this vitamin on the inhibition of Na*,K*-ATPase provoked by Hcy. In addition,
we tested whether Hecy could inhibit Na*,K*-ATPase activity via free radical and/or NO

formation by preincubating cerebral cortex homogenates with 500 uM Hcy in the
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absence or presence of L-NAME. Our results showed that both folate and L-NAME

prevented the reduction of Na*,K*-ATPase activity caused by Hcy (Figures 1 and 2).

There are a few possibilities to explain folate effect. As it is converted to 5-
methyltetrahydrofolate, a methyl donor in Hcy remethylation to Met, it can be suggested
that this pathway converts the excess of Hcy to Met. However, Met does not achieve
sufficient levels to reduce Na*,K*-ATPase activity (Stefanello et al., 2005). From another
point of view, Hcy effect on Na*,K*-ATPase may occur as a result of oxidative damage,
as far as reactive oxygen species, as superoxide, are produced by Hcy autoxidation
(Loscalzo, 1996; Faraci and Lentz, 2004; Dayal et al., 2004, Matté et al., 2004), or by
NMDA receptors overstimulation (Lipton et al., 1997; Das, 2003), that provokes Ca**
influx, which increases NOS activity in neurons (Culcasi et al., 1994; Gbadegesin et al.,
1999; Nelson et al., 2003). In agreement with these findings, Zhang and colleagues
(1998) showed that Hcy exerts cerebrovascular effects mediated by superoxide
production in parietal cortex, as long as pretreatment with superoxide dismutase
prevented Hcy effect. On the other hand, superoxide can react with NO and give rise to
peroxynitrite (Nelson et al., 2003; Dudzinski et al., in press), which can inhibit Na*,K*-
ATPase activity by reducing sulfhydryl groups at the active site of enzyme (Sato et al.,
1997; Kurella et al., 1999; Wang et al., 2003). Na*,K*-ATPase is inhibited by free radical
formation and oxidative stress (Kurella et al., 1999; Dobrota et al., 1999; Wang et al.,
2003; Chakraborty et al., 2003). Reports from literature show that folate can directly
scavenge superoxide radicals (Doshi et al., 2001; Moat et al., 2004), or act enhancing
the availability of tetrahydrobiopterin, preventing “uncoupling” NOS and superoxide
generation (Das, 2003). Considering data above discussed, folate could act by two
ways: (1) decreasing Hcy concentration by inducing its remethylation, or (2) scavenging

superoxide radicals or reducing its generation, thereby preventing indirect effect of Hcy
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on Na’,K*-ATPase activity. However, the precise mechanism underlying folate action

remains to be elucidated.

Literature supports our results that L-NAME prevents the inhibitory effect of Hcy
on Na*,K*-ATPase activity, since it has been shown that it prevents the inhibition of
brain Na*,K*-ATPase caused by some amino acids such as arginine and glutamate
(Avrova et al., 1999; Wyse et al., 2002) and the increase of lipid peroxidation induced by
Hcy in rat brain synaptosomes (Jara-Prado et al., 2003). In addition, studies
demonstrate that high Hcy levels have been related to the increase of lipid peroxidation
and NO formation in patients with stroke (Kossi and Zakhary, 2000). Taking together,
these results point to an important role of NO and/or peroxynitrite and/or free radical
formation on inhibitory effect of Hcy on Na*,K*-ATPase activity.

In vitro assays of folate and L-NAME on Na® K'-ATPase activity (i.e. added
directly to the enzyme assay) showed no preventive effect on they inhibition of Na*,K"-
ATPase activity. We believe that folate and L-NAME had no direct effect on enzyme
activity, due to limited time of contact with enzyme on incubation medium (data not

shown).

Data from kinetic studies showed that Hcy inhibited enzyme activity by a non-
competitive manner, as far as maximal Na'K'-ATPase velocity decreased with
increased Hcy concentrations, while Km values did not change significantly (Figure 3).
These findings support that Hey reduces Na®,K*-ATPase activity, but not act at in the
active site, where ATP is the ligand, and are in agreement with previous results showing
that Hcy reduced Na*,K*-ATPase activity on hippocampus of rats by a non-competitive
manner (Streck et al., 2002).

In conclusion, considering that Hcy inhibits Na*,K*-ATPase activity and that folate

and L-NAME prevented such effect, in accordance with our previous results
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demonstrating that antioxidants also prevent the Hcy inhibition of this enzyme (Streck et
al., 2001), it is feasible to propose that one of the mechanisms by which this amino acid
is neurotoxic through of inhibition of Na®',K'-ATPase activity due to NO and/or
peroxynitrite and/or by free radical formation and/or by remethylation of Hcy. Although
the mechanism involved is far understood, these results, could support the use of folate

to homocystinuric patients or to individuals with hyperhomocysteinemia.
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Figure 1. Effect of homocysteine, folate, and homocysteine plus folate in parietal cortex
homogenates on Na*,K*-ATPase activity in synaptic plasma membranes. Parietal cortex
homogenates were incubated at 37°C for 1 h with 500 uM homocysteine, 0.25 and 1.0
uM folate, or with 500 puM homocysteine plus 0.25 or 1.0 uM folate and plasma
membrane were prepared afterwards. Results are expressed as mean + S.D. for 5-6
independent experiments performed in duplicate. ***Different from control, p<0.001
(Duncan’s multiple range test). C - control, F1 - 0.25 uM folate, F2 - 1.0 uM folate, Hcy -

homocysteine.

Figure 2. Effect of homocysteine, L-NAME, and homocysteine plus L-NAME in parietal
cortex homogenates on Na*,K*-ATPase activity in synaptic plasma membranes. Parietal
cortex homogenates were incubated at 37°C for 1 h with 500uM homocysteine, 1.0 mM
L-NAME, or with 500 uM homocysteine plus 1.0 mM L-NAME and synaptic plasma
membranes were prepared afterwards. Results are expressed as mean + S.D. for 5-6
independent experiments performed in duplicate. ***Different from control,

p<0.001(Duncan’s multiple range test). Hcy - homocysteine.

Figure 3. Kinetic analysis of the inhibition of Na',K'-ATPase activity caused by
homocysteine in synaptic plasma membranes from parietal cortex of rats. The graph
shows double-reciprocal plot of Na*,K*-ATPase activity for ATP concentrations (0.2 -
0.6 mM): () in the absence and in the presence of (m) 100 uM and (A) 500 pM
homocysteine. All experiments were conducted at least four times and similar results

were obtained; data presented were from individual experiment.
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Abstract

The main objective of the present study was to evaluate the effect of folic acid pretreatment on parietal cortex Na™,K™-ATPase and serum
butyrylcholinesterase activities in rats subjected to acute hyperhomocysteinemia. Animals were pretreated daily with an intraperitoneal injection of
folic acid (5 mg/kg) or saline from the 22th to the 28th day of age. Twelve hours after the last injection of folic acid or saline, the rats received a
single subcutaneous injection of homocysteine (0.6 pmol/g of weight body) or saline and were killed | h later. Serum was collected and the brain
was quickly removed and parietal cortex dissected. Results showed that acute homocysteine administration significantly decreased the activities of
Na*, K*-ATPase and butyrylcholinesterase on parietal cortex and serum, respectively. Furthermore, folic acid pretreatment totally prevented these
inhibitory effects. We also evaluated the effect of acute homocysteine administration on some parameters of oxidative stress, namely thiobarbituric
acid-reactive substances and total thiol content in parietal cortex of rats. No alteration of these parameters were observed in parietal cortex of
homocysieinemic animals, indicating that these oxidative stress parameters were probably not responsible for the reduction of Na™, K™-ATPase and
butyrylcholinesterase activities. The presented results confirm previous findings that acute hyperhomocysteinemia produces an inhibition of
Na',K™-ATPase and butyrylcholinesterase activities and that pretreatment with folic acid prevents such effects. Assuming that homocysieine might
also reduce the activities of these enzymes in human beings, our results support a new potential therapeutic strategy based on folic acid
supplementation to prevent the neurological damage found in hyperhomocysteinemia.

() 2005 ISDN. Published by Elsevier Lid. All rights reserved.

Keywords: Homocystinuria; Metabolic disease; Homocysteine; Folic acid; Na® K" -ATPase; Butyrylcholinesterase

1. Introduction

Folic acid is a cofactor of the enzymatic reaction that
promotes the remethylation of homocysteine (Hey), a toxic
sulfur-containing amino acid that can induce neuronal
dysfunction and cell death (Mattson and Shea, 2003). This
vitamin is also essential to DNA synthesis and repair, as well as
to amino acid synthesis (Mattson and Haberman, 2003). Folic
acid deficiency results in DNA strand breaks (Pogribny et al.,
1995), DNA hypomethylation (Pogribny et al., 1997) and
abnormal gene expression (Wainfan and Poirier, 1992).

* Corresponding author. Tel.: +55 51 3316 5573; fax: +55 51 3316 5535.
E-mail address: wyse@ufrgs.br (Angela T.5. Wyse).

0736-5748/530.00 © 2005 ISDN. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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Furthermore, emerging evidence links elevated levels of Hey
and/or low serum folic acid levels with higher rates of vascular,
neurodegenerative and neuropsychiatric diseases, as well as
with neural tube defects, Down syndrome, cancer and
homocystinuria (Brattstrom et al., 1988; Daly et al.,, 1995;
Boushey et al., 1995; Rydlewicz et al., 2002; Mattson et al.,
2002; Mattson, 2003; Fillon-Emery et al., 2004; Lamers et al.,
2004 Verhoef and de Groot, 2005; Bottiglieri, 2005). On the
other hand, it has been shown that folic acid supplementation
can significantly reduce the risk of these disorders (Botez et al.,
1982; Daly et al., 1995: Kim, 1999; Mattson et al., 2002;
Verhaar et al., 2002: Smith and Bodamer, 2002; Mattson and
Shea, 2003; Bottiglieri, 2005; Moore, 2005; Eskes, in press).

Homocystinuria is an inbom error of metabolism caused by
cystathionine-B-synthase severe deficiency, leading to Hey
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accumulation in tissues. Affected patients present mental
retardation, seizures and are more susceptible to heart disease
and stroke (Mudd et al., 2001). Although neurological and
vascular dysfunction is commonly found in homocystinuric
patients, the exact mechanisms involved remain poorly
understood. We have recently developed a chemically
experimental model of hyperhomocysteinemia and found that
rats subjected to this model present a reduction of brain
Na' K'-ATPase, serum butyrylcholinesterase (BuChE) and an
impairment of memory (Wyse et al., 2002; Reis et al., 2002:
Streck et al., 2004; Matté et al., 2004 Stefanello et al., 2003).
Furthermore, it was shown that acute hyperhomocysteinemia
cause a decrease of Na'K'-ATPase activity and of the
antioxidant defenses in rat hippocampus, which were prevented
by Vitamins E and C pretreatment (Wyse et al., 2002). We have
also shown that Hey induces oxidative stress in vitro in parietal
cortex, by increasing lipid peroxidation and reducing the total
antioxidant defenses (Matté et al., 2004).

The present work extended previous studies from our
laboratory and investigated whether folic acid pretreatment
could affect the inhibition of Na'.K'-ATPase and BuChE
activities in parietal cortex of young rats subjected to acute
hyperhomocysteinemia. We also evaluated here the effect of
acute hyperhomocysteinemia on some parameters of oxidative
stress, namely thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS)
and total thiol content in this cerebral structure in order to test
whether oxidative stress could be elicited in vivo by acute
hyperhomocysteinemia.

2. Experimental procedure
2.0, Animals and reagents

Twenty-two-day-old Wistar rats (total number of rats = 57) were obtained
from the Central Animal House of the Departamento de Bioguimica Instituto
de Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre. RS, Brazil. Animals were maintained on a 12 h light/12 h dark
cycle inan air-conditioned constant temperature (22 £+ 1 °C) colony room. Rats
had free access to a 20% (w/w) protein commercial chow and water. Animal
care followed the official governmental guidelines in compliance with the
Federagio das Sociedades Brasileiras de Biologia Experimental and was
approved by the Ethics Committee of the Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, Porto Alegre, Brazil.

All chemicals were obtained from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA ).

2.2, Drug administraiton procedure

Folic acid and p..-Hey were dissolved in 0.85% NaCl solution and buffered
to pH 7.4, Animals were pretreated daily with an intraperitoneal injection of
folic acid (5 mg/kg) (Lalonde et al., 1993) or saline (0.85% NaCl) from the 22th
to the 28th day of age. Twelve hours after the last injection (folic acid or saline),
the rats received a single subcutaneous injection of Hey (0.6 pmolfg of weight
hody) or saline and were killed by decapitation without anesthesia 1 h later
(Streck et al., 2002). Serum was collected and the brain was quickly removed
and parietal cortex dissected.

2.3, Tissue and homogenate preparation
For preparation of synaptic plasma membrane and determination of Na™ K™

AT Pase activity, the parietal cortex was homogenized in 10 volumes (1: 10, w/iv)
of 0.32 mM sucrose solution containing 5.0 mM HEPES and 1.0 mM EDTA,

pH 7.4, After homogenization, synaptic plasma membranes were prepared and
the activity of Na® K"-ATPase was determined.

For BuChE activity determination, the serum was diluted in 10 volumes
(1:10, viv) of 500 mM potassium phosphate buffer, pH 7.5,

For TBARS and total thiol content assays, parietal cortex was homogenized
in 10 volumes (1:10, w/v) of 1. 15% KCl or in phosphate buffer saline (PBS), pH
7.5, containing | mM EDTA, respectively.

2.4, Preparation of synaptic plasma membrane from parietal cortex

Synaptic plasma membrane from parietal cortex was prepared according to
the method of Jones and Matus (1974) with some modifications (Wyse et al.,
1998). The homogenate was centrifuged at 1000 x g for 10 min and the
supernatant removed and centrifuged at 12000 = g for 20 min. The pellet
was then resuspended in hypotonic buffer (5.0 mM Tris-HCI buffer, pH 8.1) 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 = g for 120 min, the fraction between 0.8 and 1.0 M sucrose interface
was taken as the membrane enzyme preparation.

2.5, Na* K*-ATPase activity assay

The reaction mixture for Na" K" ATPase activity assay contained 5.0 mM
MgCl,. 80.0 mM NaCL 20.0 mM KCI and 40.0 mM Tris-HCL pH 7.4, in a final
volume of 200 pL. The reaction was initiated by ATP addition. Controls were
carried out 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, as described by Wyse et al. (1998). Released inorganic phosphate (Pi)
was measured by the method of Chan et al. (1986). Specific enzyme activity was
expressed as nmol Pi released per min per mg of protein. All samples were run
in duplicate.

2.6. BuChE activity assay

BuChE activity was determined by the method of Ellman etal. (1961) with
some modifications. Hydrolysis rate was measured at acetylthiocholine con-
centration of 0.8 mM in | mL assay solutions with 100 mM potassium phos-
phate buffer pH 7.5 and 1.0 mM 5.5"-dithicbis (2-nitrobenzoic acid) (DTNB).
Fifty microliters of rat diluted serum was added to the reaction mixture and
preincubated for 3 min. The hydrolysis was monitored by formation of the
thiolate dianion of DTNB at 412 nm for 2 min (intervals of 30 5) at 25 "C. All
samples were run in duplicate. Specific enzyme activity was expressed as pmol
acetylthiocholine per hour per milligrams of protein.

2.7. TBARS assay

TBARS, an index of lipid peroxidation, was determined according to the
method described by Ohkawa et al. (1979). Briefly, 50 pL of 8.1% sodium
dodecyl sulfate, 1.5 mL of 20% acetic acid solution adjusted to pH 3.5 and
1.5 mL of 0.8% agueous solution of thioharbituric acid were added to 300 pL of
tissue homogenate in a Pyrex tube, and then heated in a boiling water bath for
60 min. After cooling with tap water, the mixture was centrifuged at 1000 = g
for 10 min. The organic layer was taken and the resulting pink color was
determined in a spectrophotometer at 535 nm. The acid did not produce color
when tested without the addition of the homogenate, demonstrating the absence
of a direct reaction with thiobarbituric acid. Calibration curve was performed
using 1.1,33tetramethoxypropane and each curve point was subjected to the
same treatment as that of the homogenate. The results were reported as nmol of
malondialdehyde per mg protein. All samples were run in triplicate.

2.8, Toral thiol content assay

Total thiol content was determined using the DTNB method, as described by
Aksenov and Markesbery (2001) with some modifications. Briefly, 50 L of the
sample was mixed with 980 pL. of PBS, pH 7.5, containing 1 mM EDTA. The
reaction was started by the addition of 30 pL of 10 mM DTNB stock solution in
PBS. After 30 min of incubation at room temperature, the absorbance at 412 nm
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was measured and the amount of TNB formed was calculated. Data were
adjusted by protein content. The results were reported as nmol of TNB per mg
protein. All samples were run in triplicate.

2.9, Provein determination

Protein was measured by the method of Lowry et al. (1951) or Bradford
(1976) using bovine serum albumin as standard.

2.10. Statistical analysis

Data were analvzed by Student’s f-test or by one-way analysis of variance
followed by the Duncan’s multiple range test when F-value was significant. All
analyses were performed using the Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) software in a PC-compatible computer. Differences were considered
statistically significant if p < 0.05.

3. Results

3.1, Effect of folic acid pretreatment en Na™,K*-ATPuase
activity in parietal cortex of hvperhomocysteinemic rats

Fig. | shows that acute hyperhomocysteinemia signifi-
cantly reduced Na* K'-ATPase activity by approximately
40% [F(3,15)=11.71; p<0.001] in synaptic

membrane from parietal cortex of rats. However, when the

plasma

rats were pretreated with folic acid during a week and 12 h
later received one injection of Hey, the activity of this enzyme
was not altered as compared to the control group (saline),
indicating that folic acid prevented the inhibitory effect of
hyperhomocysteinemia towards Na',K*-ATPase activity. We
also observed that folic acid per se did not alter Na* K*-
ATPase activity.

3.2, Effect of folic acid pretreatment on BuChE activity in
serum of hyperhomocysteinemic rats

Fig. 2 shows that acute hyperhomocysteinemia signifi-
cantly reduced BuChE activity by approximately 21%
[F(3,14)=9.43; p < (L01] in serum of rats. We also observed
that folic acid per se did not alter BuChE activity, but
prevented the inhibition of BuChE caused by hyperhomo-
cysteinemia.
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Fig. 1. Effect of folic acid pretreatment on Na® K*-ATPase activity in synaptic
plasma membrane from parietal cortex of rats subjected to acute hyperhomo
cysteinemia. Results are mean = 8.D. for four w five independent experiments
(animals) performed in triplicate. Different from control, “‘;J < 0001 (Dun
can's multiple range test). Hey, homocysteine.
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Fig. 2. Effect of folic acid pretreatment on butyrylcholinesterase (BuChE)
activity in serum of rats subjected to acute hyperhomocysteinemia. Results are
mean + 8.D. for four to five imjcp;:[ﬁdcnl experiments (animals) performed in
duplicate. Different from control, * p < 0.01 (Duncan's multiple range test).
Hey, homocysteine.

3.3, Effect of hyperhomocysteinemia on TBARS and total
thiol content in parietal cortex of rats

Fig. 3 shows that acute administration of Hey did not alter
TBARS values (A) [t(8)=0.50; p = 0.053] and total thiol
content (B) [#(8)=1.23; p = (0.03] in parietal cortex of rats.

4. Discussion

Hyperhomocysteinemia is found in homocystinuria (Mudd
et al., 2001) and in many pathologies involving the central
nervous system, such as stroke, dementia, Parkinson’s and
Alzheimer’s diseases (Yoo et al., 1998; Clarke et al., 1998;
Kuhn et al., 1998; Eikelboom et al., 2000; Loscalzo, 2002;
Mattson et al., 2002; Seshadn et al., 2002; Morris, 2003; Dwyer
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Fig. 3. Effect of acute hyperhomocysteinemia on TBARS (A) and total thiol
content (B) in parietal cortex of rats. Data are mean = 8.D. for four to five
independent experiments (animals) performed in riplicate. p = 0.05 (Student's
-test). Hey, homocysteine.
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etal., 2004). On the other hand, oxidative stress is an important
event that has been related to the pathogenesis of these diseases
(Halliwell and Gutteridge, 1999; Halliwell, 2001: Mudd et al.,
2001). In this context, we have shown that the presence of Hey
in the incubation medium induces oxidative stress (increased
TBARS and decreased total antioxidant capacity) in parietal
cortex and hippocampus ol rats (Streck et al., 2003; Matté et al.,
2004).

Recent evidence has been shown that folic acid deficiency
increases the risk of stroke, as well as of Parkinson’s and
Alzheimer’s diseases (Mattson et al., 2002) and that
supplementation of this vitamin can significantly attenuate
the clinical featres of homocystinuria and of various
neurodegenerative disorders (Kim, 1999 Mattson et al.,
2002; Verhaar et al., 2002; Mattson and Shea, 2003; Bottiglieri,
2005; Moore, 2005). In this regard, some reports have shown
that folic acid administration can reduce blood Hey concentra-
tions in humans and rats (Homocysteine Lowering Trialists
Collaboration, 1998; Rydlewicz et al., 2002: Lamers et al.,
2004). In addition, there is also strong evidence indicating an
potent antioxidant effect of this vitamin, which is independent
of its effect on Hey metabolism (Nakano et al., 2001; Doshi
et al., 2001).

In the present study, we initially evaluated the influence of
folic acid pretreatment on the reduction of the activities of
Na' K'-ATPase in parietal cortex and BuChE in serum of
rats subjected to acute hyperhomocysteinemia. We confirmed
previous data showing that a single acute injection of Hcey
inhibits the activities of Na*,K*-ATPase (40%) and BuChE
(21%) in brain and serum, respectively. We also observed
that folic acid per se was ineffective to alter these enzyme
activities, but it was able to prevent the inhibition of Na* K*-
ATPase and BuChE activities caused by Hey administration.

We also investigated the in vivo effect of hyperhomo-
cysteinemia on some parameters of oxidative stress, namely
TBARS and total thiol content in rat parietal cortex since
previous studies have demonstrated that Hey added to the
incubation medium (in vitro studies) induces oxidative
stress in hippocampus and parietal cortex of rats (Streck
et al., 2003: Matté et al., 2004) and that Na* K*-ATPase and
cholinesterases are susceptible to free radical attack
(Rauchova et al., 1999; Zhou et al., 2004). We observed
that acute Hey administration (in vivo studies) did not alter
these parameters of oxidative stress, indicating that the
reduction of Na* K*-ATPase and BuChE activities caused by
acute hyperhomocysteinemia is probably not secondary to
lipid peroxidation or changes in total thiol content. However,
we did not measure other important parameters of oxidative
stress, such as the antioxidant defenses, as well as markers of
protein (carbonyl groups) and DNA (ce-methylguanosine and
comet assay) oxidative damage. Therefore, we cannot
completely rule out that Hey-elicited free radical attack
may have exerted a role inhibiting these enzyme activities. In
this regard, it has been previously shown that folic acid is
capable to reduce intracellular superoxide levels indepen-
dently of the reduction of Hey levels (Shea and Rogers,
2002).

As regards to the mechanisms through which folic acid
prevented the inhibitory effect of Hey on the activities of
Na* K*-ATPase¢ and BuChE, although we did not measure brain
and blood Hey levels after folic acid administration, it is
possible that pretreatment with this vitamin may have reduced
Hcy levels and therefore its inhibitory effects on these enzymes
aclivities as previously demonstrated (Achon et al., 2000; Kim
etal., 2002; Mattson et al., 2002; Ho et al., 2003). Therefore, we
cannot discard the possibility that folic acid pretreatment
provided the cells with sufficient pool of methyl-tetrahydro-
folate, a coenzyme critical in convertion of Hey to methionine.
On the other hand, folic acid may have acted through sill
unknown mechanisms like it does in other forms of
neurodegeneration (Mattson et al., 2002; Matison and Shea,
2003; Bottiglieri, 2005) and by inhibiting the decrease of
cognition in aging (Kado et al., 2005). Further studies are
therefore necessary to elucidate this matter.

On the other hand, previous results have demonstrated that
various antioxidants, including melatonin, Vitamins E and C
and L-NAME, are able to prevent the inhibitory effect of
homocysteinemia on Na*,K'-ATPase and BuChE activities,
suggesting the participation of oxidative stress in such effects
(Wyseetal., 2002; Stefanello et al., 2005; Delwing et al., 2005).
In addition, it was found that a soy-based diet can decrease Hey
levels due to its folic acid content (Le Leu et al., 1998} and
reduce blood pressure (Jenhins et al., 2002; Nagata et al., 2003 ).
In this context, it has been demonstrated that chronic exposure
to Hey induces endothelial and vascular dysfunction, increasing
the vasculature resistance and therefore causing systemic
hypertension (Tyagi et al., 2005; Rodrigo et al., 2003). On the
other hand, folic acid treatment has been shown to decrease Hey
levels and lower the resistance vessel reactivity (Stanger et al,,
2002).

In conclusion, we found in the present study that folic acid
prevents the mhibitory effect of homocysteinemia on cortical
Na* K*-ATPase activity and serum BuChE activity. Considering
that the activity of Na* K*-ATPase is critical for brain function
since the loss of cellular K* may lead to neuronal damage
(Schrmidt-Kasmer and Freund, 1991 Yu, 2003; Zou et al., 2005;
Leis et al., 2005), preservation of ionic homeostasis due to an
improved function of Na*K*-ATPase could contribute to the
maintenance of electrical stability of the cell membrane and the
consequent cell survival. Furthermore, although it is difficult to
extrapolate our findings to human homocystinuria, if that is the
case, the present results may be relevant to explain, at least in
part, the neurological symptoms presented by homocystinuric
patients. Finally, we suggest that the administration of folic acid
should be considered as a adjuvant neuroprotector agent in this
disease and in other neuropathological conditions presenting
with hyperhomocysteinemia.
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CAPITULO Il - RESULTADOS NAO SUBMETIDOS A ARTIGOS

1. MATERIAIS E METODOS

Para o desenvolvimento dos objetivos deste capitulo foram utilizados os

seguintes métodos:

1.1. Animais e reagentes

Ratos Wistar de 6 dias de vida foram obtidos do Biotério do Departamento de
Bioquimica, Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. Os animais foram mantidos em ciclos de 12 h
claro/12 h escuro em salas climatizadas com temperatura constante (22 + 1°C). Os
animais tinham livre acesso a agua e ragao protéica comercial.

Todos os reagentes foram obtidos da Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA.

1.2. Procedimento de indugdo da hiperhomocisteinemia cronica e tratamento

com acido félico

Os ratos foram divididos em 4 grupos: controle, Hcy, acido folico, e Hcy
combinado com acido folico. No grupo Hcy foi induzida a hiperhomocisteinemia crénica
através da administracdo subcutédnea de Hcy (42 - 80 mg/Kg), duas vezes ao dia com
intervalo de 8 h, do 6° ao 28° dia de vida dos ratos (Streck et al., 2002a). O grupo acido

félico recebeu uma administragc&o intraperitoneal diaria de acido folico (5 mg/Kg) do 6°
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ao 28° dia de vida dos ratos (adaptado de Lalonde et al., 1993). O grupo Hcy
combinado com acido félico recebeu os dois tratamentos concomitantemente. Os ratos
controles receberam semelhantes volumes de solugédo fisiolégica (NaCl 0,85%). Os
ratos foram sacrificados 12 horas ap6s a ultima injecdo. O sangue foi obtido por pungao
cardiaca, com adi¢ao de 100 uL heparina (5.000 Ul) para cada 1 mL de sangue total. O

cérebro foi rapidamente removido e o cértex parietal foi dissecado.

1.3. Preparacdo da membrana plasmaética sindptica de cortex parietal de ratos

Para a preparagdo da membrana plasmatica sinaptica e determinagdo da
atividade da Na* ,K*-ATPase, o cértex parietal foi homogeneizado na proporgéo de 1:10
(massal/volume) em tampdo pH 7,4 contendo sacarose 0,32 mM, HEPES 5,0 mM e
EDTA 1,0 mM. As membranas plasmaticas sinapticas foram preparadas de acordo com
Jones e Matus (1974) com algumas modificagbes (Wyse et al.,, 1998). Os
homogeneizados foram centrifugados a 1.000 g por 10 min., o sobrenadante foi
removido e centrifugado a 12.000 g por 20 min. O sedimento foi suspenso em tampao
hipotbnico (tamp&o Tris-HCI 5 mM, pH 8,1) a 0°C por 30 min., e aplicado num gradiente
descontinuo de sacarose consistindo de sucessivas camadas de diferentes densidades
(0,3; 0,8 e 1,0 M). Apds a centrifugacao de 69.000 g por 120 min., a fragdo entre as
camadas mais densas de sacarose (0,8 e 1,0 M) foi coletada e utilizada para dosagem

da atividade da Na* , K*-ATPase.
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1.4. Dosagem da atividade da Na',K*-ATPase

A mistura reacional para dosagem da atividade da Na*,K*-ATPase contém MgCls
5,0 mM, NaCl 80,0 mM, KCI 20,0 mM e Tris-HCI 40,0 mM, pH 7,4, em um volume final
de 200 pL. A reacgao foi iniciada pela adicao de ATP. Os controles foram incubados nas
mesmas condicdes, diferenciando-se pela adicdo de ouabaina 1,0 mM, um inibidor
especifico da Na* K*-ATPase. A atividade enzimatica foi calculada pela diferenca entre
0s ensaios com e sem adi¢cdo de ouabaina, como descrito por Wyse e colaboradores
(1998). O fosfato inorganico (Pi) liberado foi medido pelo método de Chan e
colaboradores (1986). A atividade especifica da Na' K'-ATPase foi expressa como
nmol Pi liberado por min por mg de proteina. Todas as amostras foram incubadas em

duplicata.

1.5. Ensaio cometa

O protocolo padrao para a realizagao do ensaio cometa foi adaptado de Tice e
colaboradores (2001). As Iaminas foram preparadas através da mistura de 5 pL de
sangue total com 90 yL de agarose de baixo ponto de fusdo (0,75%). A mistura
(células/agarose) foi adicionada a laminas completamente cobertas com 300 uyL de
agarose com ponto de fusdo normal (1%). Apds a solidificagdo, a laminula foi
gentilmente removida e as laminas colocadas em solugao de lise refrigerada (NaCl 2,5
M, EDTA 100 mM e Tris 10 mM, pH 10,0 — 10,5 adicionada de Triton X-100 1% e
dimetil sulfoxido 10%) por no minimo 1 h e no maximo 7 dias. Posteriormente, as
laminas ficaram em tampéao alcalino refrigerado (NaOH 300 mM e EDTA 1 mM, pH

12,6) por 20 min. O DNA foi submetido a eletroforese por 30 min a 25 V (0,90 V/cm) e
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300 mA, as laminas foram neutralizadas com Tris 0,4 M (pH 7,5). Finalmente, o DNA foi
corado com nitrato de prata. As laminas foram analisadas por analise cega.

Controles positivos e negativos foram utilizados para cada ensaio de eletroforese
a fim de validar o procedimento. Imagens de 100 células foram, aleatoriamente,
selecionadas (50 células de cada lamina feita em duplicata) e analisadas para cada
amostra. As células foram classificadas, visualmente, de acordo com o tamanho da
cauda, em cinco classes, desde sem cauda (0) até cauda maxima (4), resultando em
um escore de dano ao DNA unico para cada amostra, e conseqlientemente para cada
grupo de estudo. Portanto, o indice de dano ao DNA pode situar-se de 0 (todas as
células sem cauda, 100 células x 0) até 400 (todas as células com comprimento

maximo de cauda, 100 células x 4).

Célula sem dano Dano 1 Dano 2 Dano 4

Figura 5. Caracterizagéo do tipo de dano ao DNA verificado no ensaio Cometa.

Dano 0 = célula sem dano — Dano 4 = dano maximo ao DNA.

1.6. Determinacao protéica

A determinacédo protéica foi realizada de acordo com o método de Bradford

(1976), utilizando albumina bovina como padrao.
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1.7. Anédlise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente utilizando-se ANOVA de uma via
seguida do teste de Duncan, quando o F teste foi significativo. As analises foram
realizadas utilizando-se o software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS).

As diferengas foram consideradas significativas se p<0,05.
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2. RESULTADOS

2.1. Efeito do tratamento com acido folico sobre a reducdo da atividade da

Na®,K*-ATPase em cortex parietal de ratos hiperhomocisteinémicos

A figura 6 mostra o efeito da administragdo crénica de Hcy sobre a atividade da
Na®,K*-ATPase em cortex parietal de ratos. A Hcy reduz (30%), significativamente, a
atividade dessa enzima, confirmando dados anteriores obtidos em nosso laboratorio
(Matté et al., 2004). O &cido folico per se ndo altera a atividade da Na*,K*-ATPase,
entretanto, previne a inibicao desta enzima quando administrado simultaneamente com

a Hey [F(3,12) = 4,48; p<0,05].

1200

1000 - T -|—

800 - *

600 -

400 -

Atividade da Na',K*-ATPase
[nmol Pi/min.mg proteinal

200 -

Controle Hey Ac.Folico Hey +
Ac.Folico

Figura 6. Efeito da administracdo crénica de acido fdlico sobre a atividade da
Na',K*-ATPase em membranas plasmaticas sinapticas de cortex parietal de ratos
hiperhomocisteinémicos. Os resultados estdo expressos como média = D.P. para 4
experimentos independentes realizados em duplicata. Diferenca do controle, * p<0,05

(Teste de Duncan).
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2.2. Efeito da administracdo crénica de acido félico sobre o aumento do indice de

dano ao DNA em sangue total de ratos hiperhomocisteinémicos

A figura 7 mostra o efeito da Hcy sobre o indice de dano ao DNA medido através
do ensaio cometa em sangue total de ratos. Como podemos observar, a
hiperhomocisteinemia crénica aumenta (170%), significativamente, o dano ao DNA
quando comparado ao grupo controle. O 4&cido félico per se nao altera
significativamente o indice de dano ao DNA. Os animais que receberam administragdes
concomitantes de Hcy e acido folico também nao apresentaram indice de dano
estatisticamente diferente do controle, indicando que o acido fdlico foi eficaz em
prevenir o aumento do indice de dano ao DNA provocado pela administracdo crénica

de Hey [F(3,20) = 27,81; p<0,001].
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Figura 7. Efeito da administracéo crénica de acido félico sobre o indice de dano
ao DNA em sangue total de ratos hiperhomocisteinémicos. Os resultados estdo
expressos como meédia + D.P. para 5 - 7 experimentos independentes realizados em

duplicata. Diferenga do controle, *** p<0,001 (Teste de Duncan).
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IV. DISCUSSAO

A HCU é um erro inato do metabolismo caracterizado, bioquimicamente, pela
deficiéncia da enzima CBS, o que promove o bloqueio na via metabdlica de
transulfuracdo da Hcy a cisteina (Figura 1), resultando em elevacao de até 50 vezes
dos niveis plasmaticos de Hcy. Nos primeiros anos de vida, os pacientes desenvolvem
graves sintomas neurolégicos, no entanto a morte precoce relacionada a HCU,
geralmente, é consequéncia de disfungdes vasculares (De Franchis et al., 1998; Mudd
et al., 2001). O diagndstico para esse EIM é realizado primeiramente por métodos de
triagem em recém nascidos, identificando-se homocistina na urina dos pacientes.
Entretanto, outros métodos estdo disponiveis para o diagnéstico precoce da HCU,
ainda intra-uterino, visando rastrear possiveis pacientes em familias com histoéria prévia
desse EIM ou morte nao explicada de recém nascido. O tratamento € iniciado o mais
breve possivel, a fim de evitar as complicagdes neuroldgicas e vasculares causadas
pelos altos niveis teciduais de Hcy (Fowler e Jakobs, 1998; Mudd et al., 2001).

Além da HCU, a elevacgéao dos niveis plasmaticos de Hcy tem sido descrita como
fator de risco para diversas doencas, incluindo isquemia cardiaca e arteriosclerose
(Welch e Loscalzo, 1998; Cavalca et al., 2001; Durand et al., 2001; Koning, 2003;
Alvarez-Maqueda et al., 2004), esquizofrenia (Regland et al., 1995; Susser et al., 1998),
depressao  (Bottiglieri, 2005), deméncia (Loscalzo, 2002) e doengas
neurodegenerativas (Clarke et al., 1998; Kuhn et al., 1998; Mattson et al., 2002;
Seshadri et al., 2002; Morris, 2003; Dwyer et al., 2004; Garcia et al., 2004). Por outro
lado, altos niveis de acido folico tém sido descritos como fator de protegao para essas
doencas, enquanto baixos niveis dessa vitamina representam um fator associado ao

desenvolvimento de doengas cardiovasculares e neuroldgicas (Graham e O’Callaghan,
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2002; Mattson et al., 2002; Verhaar et al., 2002; Quadri et al., 2004; Bottiglieri, 2005;
Pint6 et al., 2005). Corroborando com esses dados e objetivando esclarecer a relagao
entre os niveis plasmaticos de acido félico e Hcy, diversos estudos tém demonstrado
que uma dieta suplementada com acido folico pode ser benéfica na prevencado de
doencas cardiovasculares e neurologicas, por reduzir as concentracbes de Hcy
(Homocysteine Lowering Trialists’ Collaboration, 1998; Rydlewicz et al., 2002; Den
Heijer et al., 2003; Lamers et al., 2004; Pint6 et al., 2005).

Modelos animais tém sido utilizados com a finalidade de avaliar o efeito da Hcy e
do acido félico sobre algumas doengas humanas nas quais altos niveis de Hcy e/ou
reduzidos niveis de acido folico ja tenham sido descritos como fatores de risco. Num
modelo animal da doenca de Parkinson, os ratos receberam uma dieta com deprivacao
de acido fdlico e apresentaram elevagao dos niveis plasmaticos de Hcy, que esta
associada a morte de neurbnios dopaminérgicos (Duan et al., 2002). Endres e
colaboradores (2005) demonstraram um risco aumentado de derrame e isquemia
cerebral, e 0 aumento do dano oxidativo ao DNA do cérebro isquémico de ratos que
receberam uma dieta com deprivagdo de acido félico. Kim e colaboradores (2002)
administraram dietas ricas e deficitarias em acido fdlico a ratos e observaram através
de microscopia eletrbnica que o cérebro dos animais tratados com dietas pobres em
acido folico apresentaram alteragcbes caracteristicas de degeneragdo mitocondrial no
endotélio, entumecimento citoplasmatico e atrofia da parede endotelial cerebrocortical.
Corroborando com esses dados, estudos ex-vivo mostraram que neurdnios em cultura
incubados num meio com deficiéncia de acido folico apresentaram aumento dos niveis
intracelulares de Ca®*, aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio e

prejuizo da funcdo mitocondrial. Estes efeitos estdo relacionados ao aumento da
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concentracao de Hcy, desde que a adigdo de um inibidor da sintese de Hcy no meio
inibe tais efeitos (Tjiattas et al., 2004).

Nosso grupo de pesquisa tem investigado os efeitos da Hcy sobre a atividade da
Na® K*-ATPase, sobre alguns pardmetros de estresse oxidativo e sobre o metabolismo
energético em hipocampo de ratos. Streck e colaboradores (2002a) desenvolveram um
modelo crénico de hiperhomocisteinemia através de administragdes diarias de Hcy do
6° ao 28° dia de vida pods-natal dos ratos. Ao final do tratamento as concentracdes
plasmaticas de Hcy nos animais apresentam-se semelhantes aquelas encontradas em
pacientes homocistinuricos. Esse modelo animal de hiperhomocisteinemia viabilizou a
obtengcdo de muitos dados a cerca do efeito da Hcy sobre o SNC. Streck e
colaboradores (2002a) mostraram que a administragao crénica de Hcy inibe a atividade
da Na* ,K'-ATPase hipocampal em membrana plasmatica sinaptica. Ratos submetidos
ao modelo de hiperhomocisteinemia apresentam uma redugao de alguns parametros
de metabolismo energético, como diminuigdo da producédo de CO; no ciclo de Krebs e
reducao nas atividades das enzimas da cadeia respiratoria (succinato desidrogenase e
citocromo c oxidase) (Streck et al., 2003b), o que poderia reduzir o aporte energético
do SNC. Esse fator pode ser determinante para a atividade da Na*,K*-ATPase, ja que
essa enzima consome aproximadamente 50% do ATP produzido no cérebro (Erecinska
e Silver, 1994).

Wyse e colaboradores (2002) mostraram que a administragdo aguda de Hcy
reduz a atividade da Na®,K'-ATPase em hipocampo de ratos e diminui as defesas
antioxidantes nessa mesma estrutura cerebral. O pré-tratamento com antioxidantes
(vitaminas E e C) preveniu os efeitos provocados por esse aminoacido, o que sugere o
envolvimento do estresse oxidativo na inibicdo enzimatica. Quanto aos estudos in vitro,

a Hey reduz a atividade da Na*,K*-ATPase hipocampal quando adicionada diretamente
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ao ensaio enzimatico (Streck et al., 2002b). Em adigao, Streck e colaboradores (2001)
mostraram que a Hcy quando adicionada ao homogeneizado e pré-incubada por 1 hora
inibe a atividade da Na*,K*-ATPase em membrana plasmaticas sinaptica de hipocampo
de ratos. Essa inibicao foi prevenida por antioxidantes (glutationa, ditiotreitol e
superéxido dismutase), o que evidencia também o papel do estresse oxidativo no
mecanismo de acado da Hcy. Corroborando com esses dados, a Hcy in vitro induz o
estresse oxidativo em hipocampo de ratos, aumentando o indice de peroxidagao
lipidica e reduzindo as defesas antioxidantes ndo enzimaticas (Streck et al., 2003a).

Dando continuidade aos estudos realizados por nosso grupo de pesquisa, no
presente trabalho avaliamos o efeito da Hcy sobre alguns parédmetros bioquimicos em
cortex parietal de ratos jovens. Escolhemos esta estrutura cerebral porque ela tem
importante papel nos mecanismos de memoria e aprendizado (lzquierdo e Medina,
1997; Izquierdo et al., 1999), porque pacientes homocistinuricos apresentam diversos
sintomas neurolégicos (Mudd et al., 2001) e porque a administragcao de Hcy prejudica a
memoria em ratos (Reis et al., 2002; Streck et al., 2004).

Iniciamos nosso estudo realizando experimentos in vitro, onde avaliamos o efeito
da exposicdo de homogeneizado de cortex parietal a Hcy sobre a atividade da Na*,K’-
ATPase em membrana plasmatica sinaptica de ratos. Nossos resultados mostraram
que a Hcy reduz a atividade da Na®,K'-ATPase em cortex parietal de ratos. O &cido
félico e o L-NAME previnem tal efeito. Estes ensaios foram realizados submetendo-se
os homogeneizados de cértex parietal de ratos nao-tratados, a pré-incubagao de 1 h
com as substancias mencionadas acima, apds esse periodo, membranas plasmaticas
sinapticas foram preparadas e a atividade enzimatica foi determinada.

Considerando que a Hcy quando adicionada diretamente ao ensaio enzimatico

inibe a atividade da Na® K'-ATPase em membrana plasmatica sinaptica de cortex
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parietal de ratos (Matté et al., 2004), nés também realizamos estudos cinéticos de
inibicdo da atividade dessa enzima. Nossos resultados mostraram que a Hcy inibe a
atividade da Na*,K*-ATPase de forma n&o competitiva com o ATP, pois concentragbes
crescentes de Hcy reduziram a velocidade maxima enzimatica, e o Km nao foi alterado.
Esses dados sugerem que a Hcy ndo altera a atividade da Na*,K*-ATPase por interagir
diretamente com o sitio de ligagcdo do ATP na enzima. Nossos achados concordam
com dados anteriores mostrando que a Hcy inibe esta enzima de forma nao
competitiva, em hipocampo de ratos (Streck et al., 2002c).

Posteriormente, realizamos estudos in vivo, objetivando avaliar o efeito da
hiperhomocisteinemia aguda e crénica sobre a atividade da Na*,K*-ATPase em cortex
parietal de ratos. Mostramos que as administragdes aguda e cronica de Hcy reduzem,
significativamente, a atividade da Na® K'-ATPase em cortex parietal. Em adigéo,
avaliamos o efeito do tratamento com acido fdlico sobre a redugdo da atividade
enzimatica causada pela Hcy. O acido fdlico foi administrado aos animais de acordo
com dois modelos diferenciados: (1) pré-tratamento quando induzimos
hiperhomocisteinemia aguda, e (2) tratamento concomitante com a
hiperhomocisteinemia crénica. A administracdo de acido félico foi capaz de prevenir os
efeitos causados pela Hcy sobre a atividade dessa enzima, tanto utilizando a
abordagem de pré-tratamento, quanto na forma de administragdo concomitante do
acido félico com a Hcy.

Nesse estudo, também, investigamos o efeito da hiperhomocisteinemia aguda
sobre alguns parametros de estresse oxidativo, denominados TBARS e conteudo total
de grupos tidis, que sao indices de dano a lipidios e proteinas, respectivamente.
Nossos resultados mostraram que uma administragdo aguda de Hcy nao alterou esses

parametros de estresse oxidativo em coértex parietal de ratos.
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Como mencionado anteriormente, o acido folico € o precursor do 5-MeTHF, o
principal doador de grupos metil na conversao de Hcy a Met (Finkelstein, 1998; Mudd
et al., 2001; Brosnan et al., 2004). Uma dieta deficiente em acido félico aumenta os
niveis de Hcy plasmaticos (Kim et al., 2002; Ho et al., 2003). Por outro lado, Achén e
colaboradores (2000) mostraram que uma dieta suplementada com acido félico reduz
os niveis de Hcy possivelmente via aumento da remetilagdo da mesma. No presente
trabalho, ndo medimos os niveis plasmaticos e cerebrais de Hcy e acido folico pds-
inducdo dos modelos de hiperhomocisteinemia e administracdo de acido fdlico.
Entretanto, sugerimos que um possivel mecanismo para o efeito de prevencao,
apresentado pelo &cido félico sobre a inibicdo da atividade da Na*,K*-ATPase causado
pela Hcy, seria a metabolizagdo aumentada desse aminoacido, via remetilagdo a Met.
No entanto, a concentracdo de Met nao atingiria niveis suficientes para promover a
inibicdo da atividade da Na* K*-ATPase (Stefanello et al., 2005b).

Por outro lado, o mecanismo de citotoxicidade mediado pela Hcy inclui a indugéo
de estresse oxidativo via produgdo de espécies reativas de oxigénio e redugcédo das
defesas antioxidantes (Sachdev, 2005). Espécies reativas podem ser geradas de
diversas formas pela Hcy, entre elas via autoxidagao, produzindo superoéxido (Loscalzo,
1996; Dayal et al., 2004; Faraci e Lentz, 2004), e via superativacdo dos receptores
NMDA (Lipton et al., 1997; Das, 2003), permitindo o influxo excessivo de Ca** e a
ativacdo da NOS, com consequente producdo de espécies reativas em neurbnios
(Culcasi et al.,, 1994; Gbadegesin et al., 1999; Nelson et al., 2003). Topal e
colaboradores (2004) também mostraram que a Hcy pode atuar sobre a NOS
promovendo seu desacoplamento e consequente formacido de superdoxido em células
endoteliais. As espécies reativas NO e superoxido séo instaveis e reagem avidamente

formando um radical livre mais danoso, o peroxinitrito (Rubbo et al., 1994; Nelson et al.,
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2003; Dudzinski et al., in press), que promove lipoperoxidagao (Darley-Usmar et al.,
1995) e inibe a atividade da Na*,K*-ATPase por reagir com grupos sulfidrilas essenciais
para sua atividade catalitica (Radi et al., 1991; Kurella et al., 1999; Wang et al., 2003).

Estudos mostram que o acido folico e seu derivado 5-MeTHF tém propriedades
antioxidantes, atuando como “scavenger’ de espécies reativas (Zhang et al., 2000;
Doshi et al., 2001; Moat et al., 2004). Outra habilidade inerente ao acido félico reside
em sua capacidade de aumentar a viabilidade da tetraidrobiopterina, um cofator da
NOS, prevenindo seu desacoplamento e consequente produgcao de espécies reativas
(Das, 2003).

Nesse contexto, demonstramos que o L-NAME, um inibidor da NOS, preveniu a
reducdo da atividade da Na*,K*-ATPase causada pela Hcy. Corroborando com nossos
dados, Avrova e colaboradores (1999) mostraram que o L-NAME preveniu a inibigao da
Na®,K*-ATPase causada pelo glutamato em sinaptossomas de cortex cerebral de ratos.
Trabalhos anteriores de nosso grupo de pesquisa mostraram que a Hcy in vitro reduz
as defesas antioxidantes e aumenta a peroxidacéo lipidica em cértex parietal (Matté et
al., 2004) e em hipocampo de ratos (Streck et al.,, 2003a). Resultados semelhantes
foram obtidos por Jara-Prado e colaboradores (2003), que mostraram que a Hcy induz
peroxidacao lipidica em sinaptossomas de cérebro de ratos, e que o L-NAME e um
antagonista do receptor NMDA previnem o efeito desse aminoacido. Esses dados
sugerem que o efeito da Hcy sobre a Na*,K*-ATPase pode ser mediado pela ativagéo
da NOS, culminando na producgéo de espécies reativas que podem reagir com grupos
sulfidrilas presentes na enzima (Radi et al., 1991; Sato et al., 1997; Kurella et al., 1999;
Wang et al., 2003).

Também avaliamos o efeito do pré-tratamento com acido félico sobre a inibicao

da BuChE causada pela hiperhomocisteinemia aguda em soro de ratos. A BUuChk é
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uma enzima encontrada no sangue (Mack e Robitzki, 2000) e em diversas estruturas
cerebrais fundamentais para os mecanismos de memoria e aprendizado (Darvesh et
al., 2003). Considerando que a Hcy (in vivo e in vitro) reduz a atividade da BuChE em
soro de ratos (Stefanello et al., 2003), um dos objetivos de nosso estudo foi avaliar o
efeito do pré-tratamento com acido félico sobre a reducao da atividade da BuChE em
soro de ratos hiperhomocisteinémicos. Nossos resultados mostraram que a
administragcado aguda de Hcy reduz a atividade da BuChE e que o pré-tratamento com
acido fdlico foi eficaz em prevenir esse efeito. Stefanello e colaboradores (2005a)
mostraram que a BuChE é inibida pela Hcy provavelmente por um mecanismo que
envolve o estresse oxidativo, desde que o pré-tratamento com as vitaminas E e C
previne o efeito da administracdo aguda de Hcy. Acreditamos que o efeito exercido
pelo &cido félico em nosso estudo possa ser semelhante ao descrito para a Na*,K*-
ATPase, isto é, via aumento da remetilacdo da Hcy (Finkelstein, 1998; Achén et al.,
2000; Mudd et al., 2001; Brosnan et al., 2004) ou devido a suas propriedades
antioxidantes (Zhang et al., 2000; Doshi et al., 2001; Das, 2003; Moat et al., 2004).

Por fim, avaliamos o efeito da hiperhomocisteinemia crbnica sobre o indice de
dano ao DNA em sangue total de ratos, através do ensaio cometa. Nossos dados
revelam que a administracdo cronica de Hcy provoca um aumento expressivo de dano
ao DNA (170%) quando comparado ao grupo controle. O &cido félico per se ndo altera
significativamente o dano ao DNA. Entretanto, a administragao crénica concomitante de
Hcy e acido félico mostrou que o acido félico foi capaz de prevenir totalmente o efeito
da Hcy sobre o indice de dano ao DNA. Estes resultados demonstram que a Hcy, ao
menos quando administrada cronicamente aos animais, aumenta o indice de dano ao

DNA, o qual expressa fragmentacao de fita simples e dupla do DNA (Tice et al., 2000).



64

Corroborando com nossos resultados, diversos estudos tém demonstrado que a
Hcy atua sobre o DNA promovendo quebra de fita, via radicais livres, podendo levar a
apoptose ou ao cancer (Mattson e Shea, 2003; Oikawa et al., 2003; Sachdev, 2005).
Além disso, a formagado de micronucleos, um indicador de instabilidade genémica, é
minimizada quando a concentracdo de Hcy plasmatica encontra-se inferior a 7,5 uM
(Feneck, 2001). Kruman e colaboradores (2000) mostraram que a Hcy colocada no
meio de incubacao é rapidamente captada pelos neurdnios hipocampais e promove
morte celular via dano ao DNA, subsequente a ativacdo da cascata apoptotica
dependente de caspases. Kruman e colaboradores (2002), utilizando cultura de
neurénios hipocampais, mostraram que um meio deficiente em acido folico ou rico em
Hcy prejudica o sistema de reparo do DNA, promovendo o acumulo do dano ao DNA
causado pela presenca da proteina (-amildide, a qual esta relacionada a doenga de
Alzheimer. Além disso, Duthie e colaboradores (2000) mostraram que uma dieta livre
de acido folico fornecida a ratos promove uma diminuicdo nas concentracdes
plasmaticas, eritrocitarias e hepaticas de acido folico, e essa redugao esta associada a
instabilidade do DNA, que foi demonstrada pelo aumento das quebras de fitas do acido
nucléico. Estudos clinicos mostram que uma concentragao superior a 700 nM de acido
félico em eritrocitos reduz a hipometilagdo do DNA, reduz a incorporagéo de uracil no
DNA, quebras cromossémicas e formagéo de micronucleos (Feneck, 2001; 2002).

Considerando que o peroxinitrito tem sido descrito como um potente mediador
de dano sobre o DNA (Szabo, 1996) e que a Hcy pode participar de sua formagéao via
autoxidagado (Loscalzo, 1996; Dayal et al., 2004; Faraci e Lentz, 2004) ou
desacoplamento da NOS (Culcasi et al., 1994; Gbadegesin et al., 1999; Nelson et al.,
2003; Topal et al.,, 2004), o efeito observado em nossos resultados poderia ser

mediado por espécies reativas. Por outro lado, o acido félico preveniu o efeito da Hcy
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sobre o DNA. Possiveis explicagdes para nossos resultados incluem o efeito
antioxidante demonstrado pelo acido félico e seus metabdlitos (Zhang et al., 2000;
Doshi et al., 2001; Moat et al., 2004), ou o estimulo da rota de remetilagcdo da Hcy
(Finkelstein, 1998; Achon et al.,, 2000; Mudd et al., 2001; Brosnan et al., 2004)
reduzindo as concentragcdes desse aminoacido e assim seus efeitos.

Concluindo, nossos resultados mostraram que a Hcy in vitro inibe a atividade da
Na®, K'-ATPase em codrtex parietal de ratos. A incubagdo concomitante com &cido
félico ou L-NAME foi capaz de prevenir tal efeito. O acido fdlico, também, foi eficaz em
prevenir a reducdo das atividades da Na*, K’-ATPase e da BuChE em cértex parietal e
soro de ratos hiperhomocisteinémicos, respectivamente. Também, mostramos que a
hiperhomocisteinemia crénica reduz a atividade da Na*, K'-ATPase em cértex parietal
e aumenta o indice de dano ao DNA em sangue total de ratos. O tratamento com acido
félico, novamente, preveniu os efeitos causados pela Hcy. Acreditamos que o
mecanismo de ag¢ao do acido folico possa contemplar efeitos como: (1) o aumento da
remetilacdo da Hcy a Met, e/ou (2) o seu efeito antioxidante, e/ou (3) a habilidade em
prevenir o desacoplamento da NOS, e assim impedir a formacao de NO/peroxinitrito. O
esclarecimento do mecanismo de acao do acido félico requer mais estudos. Entretanto,
nossos resultados podem justificar a utilizacdo dessa vitamina na terapia precoce em
pacientes homocistinuricos, no intuito de prevenir os sintomas neurolégicos

caracteristicos da HCU.
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V. CONCLUSOES

1. A Hcy, quando adicionada ao homogeneizado de cortex parietal e incubada por
1 hora, reduz, significativamente, a atividade da Na' K'-ATPase em membrana
plasmatica sinaptica.

2. O acido folico e o L-NAME n&o alteram a atividade da Na',K'-ATPase, mas
previnem a inibicao dessa enzima causada pela Hcy.

3. A Hcy quando adicionada, diretamente, ao ensaio enzimatico inibe a atividade
da Na’,K'-ATPase em membrana plasmatica sinaptica de cortex parietal de ratos de
forma nao-competitiva com o substrato ATP.

4. A hiperhomocisteinemia aguda reduz a atividade das enzimas Na*,K*-ATPase e
BuChE em cortex parietal e soro de ratos, respectivamente. O pré-tratamento com
acido félico previne os efeitos causados pela administragdo aguda de Hcy.

5. A hiperhomocisteinemia aguda nao altera os parametros de estresse oxidativo
avaliados, denominados TBARS e conteudo total de grupos tidis em coértex parietal de
ratos.

0. A hiperhomocisteinemia crénica inibe a atividade da Na’,K'-ATPase em
membrana plasmatica sinaptica de cortex parietal e aumenta o indice de dano ao DNA
em sangue total de ratos. O tratamento com acido folico preveniu tais efeitos.

7. Em resumo, a Hcy reduz a atividade das enzimas Na*,K'-ATPase em cortex
parietal e BUChE em soro, e aumenta o indice de dano ao DNA em sangue total de

ratos. O &cido félico previne as alteragcdes bioquimicas estudadas causadas pela Hcy.
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VI. PERSPECTIVAS

Apos a discussdo deste estudo, observa-se que muitas questbes ainda
permanecem sem resposta. A fim de esclarecer diversos aspectos relacionados aos
efeitos da Hcy e do acido félico sobre uma série de parametros bioquimicos e
comportamentais, este estudo deixa como perspectivas:

1. O doseamento, utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia, dos niveis
plasmaticos e cerebrais de Hcy e de 4&cido fdlico apdés indugdo da
hiperhomocisteinemia e concomitante tratamento com acido félico em ratos.

2. A investigacao do efeito do tratamento crénico com acido félico sobre o prejuizo na
memoria provocado pela hiperhomocisteinemia crénica em ratos.

3. A avaliagao do efeito do acido félico sobre as possiveis alteragdes no metabolismo
energético (succinato desidrogenase e citocromo c oxidase) em cértex parietal de ratos
submetidos ao tratamento crénico com Hcy.

4, A avaliacdo do efeito do acido folico sobre as possiveis alteracbes causadas pela
hiperhomocisteinemia cronica sobre alguns parametros de estresse oxidativo, denominados
frequéncia de micronucleos em linfécitos de ratos, TBARS, potencial antioxidante total n&o-
enzimatico, reatividade antioxidante total e conteudo total de grupos tidis em cortex parietal

de ratos.
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