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   RESUMO 

 

A hiperprolinemia tipo II é uma doença autossômica recessiva causada pela 

deficiência severa na atividade da enzima ∆1-pirrolino-5-carboxilato desidrogenase, o 

que resulta em acúmulo tecidual de prolina. Muitos pacientes afetados por essa 

doença apresentam epilepsia e retardo mental. Embora as manifestações 

neurológicas sejam encontradas em um considerável número de pacientes 

hiperprolinêmicos, os mecanismos pelos quais essas ocorrem são pouco 

compreendidos. 

Considerando que pouco se sabe a respeito dos altos níveis de prolina no 

cérebro, os objetivos do nosso estudo foram investigar os efeitos in vivo (agudo e 

crônico) e in vitro da prolina sobre alguns parâmetros bioquímicos (atividades da 

acetilcolinesterase e butirilcolinesterase em córtex cerebral e soro de ratos, 

respectivamente, citocromo c oxidase e Na+,K+-ATPase em córtex cerebral de ratos; 

captação do glutamato em fatias de córtex cerebral e hipocampo de ratos e hidrólise 

de nucleotídeos em sinaptossomas obtido de córtex cerebral e em soro de ratos). 

Também investigamos o efeito do pré-tratamento com as vitaminas E e C ou da 

administração concomitante desses antioxidantes durante a administração crônica de 

prolina sobre as alterações causadas pela prolina nos parâmetros de estresse 

oxidativo, nas atividades da acetilcolinesterase, citocromo c oxidase e Na+,K+-

ATPase, na captação do glutamato e no déficit de memória espacial. Em adição, 

também investigamos o efeito da administração aguda de vitamina E, vitamina C, L-

NAME e melatonina sobre a alteração causada pela prolina na atividade da 
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acetilcolinesterase, a fim de verificar se esses antioxidantes e o L-NAME seriam 

capazes de prevenir tal efeito. 

Os resultados mostraram que a administração aguda de prolina reduziu a 

atividade da acetilcolinesterase e aumentou a atividade da butirilcolinesterase em 

homogeneizado e soro de ratos, respectivamente. Verificamos também que a 

administração aguda e crônica de prolina reduziu a atividade da citocromo c oxidase 

em córtex cerebral de ratos e que a administração aguda de prolina reduziu a 

atividade da Na+,K+-ATPase em córtex cerebral de ratos. Além disso, também 

observamos que a prolina in vitro reduziu a captação do glutamato em córtex cerebral 

e hipocampo e que a prolina in vivo reduziu a captação do glutamato somente em 

córtex cerebral. Os efeitos relatados possivelmente ocorreram pela geração de 

radicais livres, visto que antioxidantes importantes como as vitaminas E e C 

preveniram esses efeitos, exceto a redução da captação do glutamato. Tais 

antioxidantes também preveniram o déficit de memória e as alterações de vários 

parâmetros de estresse oxidativo causados pela prolina, como o aumento da 

quimiluminescência, a redução do potencial antioxidante total não-enzimático (TRAP) 

e as alterações nas atividades das enzimas antioxidantes catalase (CAT) e glutationa 

peroxidase (GSH-Px). Cabe ressaltar que a administração aguda de vitamina E, 

vitamina C, L-NAME e melatonina também preveniu a ação da prolina causada sobre 

a acetilcolinesterase. Verificamos também que a administração aguda e crônica de 

prolina alterou a hidrólise de nucleotídeos adenínicos em sinaptossomas de córtex 

cerebral e em soro de ratos. Nossos resultados, em conjunto, mostram que a 

hiperprolinemia tipo II causa uma série de alterações neuroquímicas, as quais podem 
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contribuir para as disfunções neurológicas características da doença. Além disso, se 

esses resultados também ocorrerem em humanos, nossos dados referentes à 

utilização de antioxidantes (vitaminas E e C) poderão ser usados como uma 

estratégia para o tratamento de alguns sintomas associados com a hiperprolinemia 

tipo II. 
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ABSTRACT 

Hyperprolinemia type II is an autosomal recessive disorder caused by the severe 

deficiency of ∆1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase activity, resulting mainly in 

tissue accumulation of proline. Most patients detected so far show epilepsy and 

mental retardation. Although neurological dysfunction is commonly found in a 

considerable number of hyperprolinemic patients, the mechanisms by which this 

occurs are poorly understood. 

Considering that very little is known about the role of high sustained levels of 

proline in brain, the geral objective of the present study was to investigate the in vivo 

(acute and chronic) and in vitro effects of proline on some biochemicals parameters 

(activities of acetylcholinesterase and butyrylcholinesterase in cerebral cortex and 

serum of rats, respectively, cytochrome c oxidase and Na+,K+-ATPase in cerebral 

cortex of rats; glutamate uptake in cerebral cortex and hippocampus slices of rats and 

nucleotide hydrolysis in synaptosomes from cerebral cortex of rats and in serum of 

rats). We also investigated the effect of pretreatment with antioxidants (vitamins E and 

C) or concomitant administration of these antioxidants during chronic proline treatment 

on the effects elicited by proline on some parameters of oxidative stress, on the 

activities of acetylcholinesterase, cytochrome c oxidase and Na+,K+-ATPase, on 

glutamate uptake and on the deficit of spatial memory. In addition, we also evaluated 

the influence of acute administration of  vitamin E, vitamin C, L-NAME and melatonin 

on the effects elicited by proline on acetylcholinesterase activity, with the propose to 

verify if these antioxidants and L-NAME will  be able to prevent such effect. 
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The results showed that acute administration of proline reduced 

acetylcholinesterase activity and increased butyrylcolinesterase activity in 

homogenate of cerebral cortex and serum of rats, respectively. We also verified that 

acute and chronic administration of proline reduced the activity of cytochrome c 

oxidase in cerebral cortex of rats and that acute administration of proline reduced the 

activity of Na+,K+-ATPase in cerebral cortex of rats. In addition, proline in vitro reduced 

glutamate uptake in cerebral cortex and hippocampus slices of rats and proline in vivo 

reduced glutamate uptake just in cerebral cortex. The effects related here possibly 

occured by the generation of free radicals, since important antioxidants such as 

vitamins E and C prevented these effects, except the reduction on glutamate uptake. 

The memory deficit and the alterations on various parameters of oxidative stress 

caused by proline [increase of chemiluminescence, reduction of total radical-trapping 

parameter (TRAP) and alterations on the activities of antioxidants enzymes catalase 

(CAT) and glutathione peroxidase (GSH-Px)] were also prevented by these 

antioxidants. Acute administration of vitamin E, vitamin C, L-NAME and melatonin also 

prevented the reduction caused by proline on acetylcholinesterase activity. Besides, 

we also showed that acute and chronic administration of proline altered the adenine 

nucleotide hydrolysis in synaptosomes from cerebral cortex of rats and in serum of 

rats. Our group´s results show that hyperprolinemia type II causes various 

neurochemical alterations, which may contribute to the neurological dysfunction 

characteristic of this disease. Furthermore, if these findings also occur in humans, we 

can suggest that the supplementation with antioxidants should be used as a strategy 

to the treatment of hyperprolinemia typo II.                                                                                           
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I. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Erros Inatos do Metabolismo 

Os erros inatos do metabolismo (EIM) são doenças hereditárias que se 

manifestam pela síntese de uma proteína anômala, geralmente uma enzima, ou por 

uma diminuição ou mesmo ausência de sua síntese. Essas alterações resultam em 

deficiência da atividade da enzima envolvida, ocasionando bloqueio de rotas 

metabólicas. Como conseqüência, pode ocorrer tanto o acúmulo de metabólitos 

tóxicos como a falta de produtos essenciais, ambos com doença subseqüente (Bickel, 

1987). O termo “erro inato do metabolismo” foi sugerido por Sir Archibald Garrod em 

1908 e atualmente, ele é usado para descrever mais de 500 defeitos (Scriver et al., 

2001). 

Os EIM são, de maneira geral, distúrbios graves que se manifestam na infância 

cujo diagnóstico pode ser dificultado devido ao grande número de alterações, 

diversidade de defeitos metabólicos e ausência, na maioria dos casos, de sinais e 

sintomas específicos. O diagnóstico dos EIM deve ser realizado o mais logo após o 

nascimento, a fim de possibilitar ao indivíduo um tratamento específico e imediato 

(Giugliani, 1988).  

Atualmente, a classificação mais utilizada para expressar os EIM é de acordo 

com a área do metabolismo afetada (Scriver et al., 2001), a qual se subdivide em: 

EIM de aminoácidos, ácidos orgânicos, glicídios, lipídios, glicosaminoglicanos, 

glicoproteínas, purinas e pirimidinas, enzimas eritrocitárias, lipoproteínas, hormônios 
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e proteínas plasmáticas. Esse trabalho enfoca um EIM de aminoácidos denominado 

hiperprolinemia tipo II.   

 

1.2 L-Prolina 

De acordo com Berg e colaboradores (2004d), a L-prolina (prolina) é classificada 

como um aminoácido de cadeia lateral alifática, possuindo um grupo pirrolidina cíclico 

na cadeia lateral. A prolina difere dos outros aminoácidos por ter sua cadeia lateral 

ligada ao átomo de carbono α e ao nitrogênio do arcabouço. Esse aminoácido 

influencia pronunciadamente a arquitetura das proteínas porque sua estrutura em 

anel faz com que tenha maior restrição de conformação do que os demais 

aminoácidos (Figura 1). 

 

 
 
 
 

 

 

Figura 1. Estrutura da prolina (Berg et al., 2004). 

 

A prolina é um aminoácido não essencial em crianças e adultos, e 

condicionalmente essencial em prematuros. A prolina, em sua rota metabólica, pode 

ser sintetizada a partir de ornitina e glutamato, tendo como intermediários comuns 

pirrolino-5-carboxilato (P5C) e glutamato-γ-semialdeído (Phang et al., 2001).  

Para que o glutamato seja utilizado para a síntese de prolina, primeiro a 

carboxila γ do glutamato reage com o ATP, formando um acilfosfato que será 
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reduzido pelo NADPH a um aldeído, o γ-semialdeído glutâmico que se cicliza 

espontaneamente com a perda de água originando o ∆1-pirrolino-5-carboxilato, o qual 

será reduzido pelo NADPH por ação da enzima P5C redutase à prolina (Berg et al., 

2004a). A redução do grupo γ-carboxil do glutamato a aldeído caracteriza-se por ser 

um processo endoergônico facilitado, primeiramente pela fosforilação do grupo 

carboxila em uma reação catalisada pela γ-glutamil-quinase (Smith et al., 2005; Voet 

e Voet, 2006). A enzima bifuncional, P5C sintase, é responsável pela conversão de 

glutamato a P5C. Essa enzima caracteriza-se por ser ATP e NADPH dependente, e 

também por possuir alta atividade na mucosa do intestino delgado e atividade 

mensurável no cólon, pâncreas, timo e cérebro. A enzima P5C redutase, que catalisa 

a conversão de P5C em prolina, tem como cofator NADH ou NADPH e é encontrada 

em todos os tecidos. Para que a ornitina seja utilizada para a síntese de prolina, a 

enzima ornitina-γ-aminotransferase catalisa a conversão de ornitina a P5C, utilizando 

o α-cetoglutarato, como aceptor amino (Phang et al., 2001, Flynn et al., 2002) (Figura 

2). 

 

 Figura 2. Rota metabólica de biossíntese da prolina (Berg et al., 2004). 
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A prolina oxidase, que se localiza no fígado, rim e cérebro, é a primeira enzima 

envolvida na degradação da prolina, dando origem ao P5C, que pode ser degradado 

a glutamato pela P5C desidrogenase. Essa enzima localiza-se na matriz mitocondrial 

(Phang et al., 2001) (Figura 3). 

 
 

Figura 3. Rota metabólica de degradação da prolina (Berg et al., 2004). 
 

A função metabólica das rotas da prolina é fornecer prolina para a síntese de 

proteínas, gliconeogênese hepática e síntese de ornitina e arginina, sendo o P5C um 

intermediário dessas rotas (Phang et al., 2001). 

A concentração de prolina no plasma e no fluído cérebro-espinhal de indivíduos 

normais é de 50-270 µM e de 1-4 µM, respectivamente. Iminoglicinúria neonatal e 

prolinúria pós-natal são achados normais e ocorrem devido à imaturidade do sistema 

de reabsorção tubular de prolina (Phang et al., 1995). 

 

1.3 Hiperprolinemias 

Hiperprolinemias são EIM da prolina causados pela deficiência de enzimas 

envolvidas na sua rota de degradação, o que resulta no acúmulo tecidual de prolina. 

A degradação da prolina envolve sua conversão em P5C pela prolina oxidase e de 
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P5C a glutamato pela P5C desidrogenase. As hiperprolinemias caracterizam-se pela 

elevação anormal de prolina no plasma e no fluído cérebro-espinhal (Phang et al., 

2001) e são classificadas em tipo I e II. 

A hiperprolinemia tipo I é causada pela deficiência na atividade da enzima 

prolina oxidase, impossibilitando assim a oxidação de prolina a P5C (Efron, 1965; 

Phang et al., 2001). Estudos indicam que não existem relações causais entre a 

deficiência da prolina oxidase e manifestações clínicas (Phang et al., 2001).  

A hiperprolinemia tipo II é causada pela deficiência na atividade da enzima ∆1-

pirrolino-5-carboxilato-desidrogenase; enzima responsável pela conversão de P5C a 

glutamato (Phang et al., 2001). 

Ambos os tipos de hiperprolinemia são caracterizados bioquimicamente pelo 

acúmulo tecidual de prolina. Todavia, os níveis de prolina no plasma dos pacientes 

com hiperprolinemia tipo II são mais elevados (Phang et al., 2001). 

O presente trabalho deteve-se no estudo da hiperprolinemia tipo II, em face de 

sua associação com manifestações neurológicas e também a fim de dar continuidade 

aos nossos prévios trabalhos realizados sobre o referente tema. 

 

1.3.1 Hiperprolinemia Tipo II 

É uma doença autossômica recessiva do metabolismo de aminoácido causada 

pela deficiência hepática na atividade da enzima ∆1-pirrolino-5-carboxilato-

desidrogenase, o que resulta no acúmulo tecidual de prolina (Phang et al., 2001) 

(Figura 4). 
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PROLINA 

 5 4 

      ∆1- 
pirrolino-5-carboxilato semialdeído-γ-glutamato 

 1                                   3 
 
    2  
                                                       Glutamato                           Ornitina 
 
 Ciclo da 

       α-cetoglutarato Uréia 
1. ∆∆∆∆

1- Pirrolino-5-carboxilato desidrogenase 
2. ∆1- Pirrolino-5-carboxilato sintase 
3. Ornitina-γ-aminotransferase  
4. ∆1- Pirrolino-5-carboxilato redutase 
5. Prolina oxidase 
Figura 4. Rota metabólica da prolina, indicando o local de bloqueio na 
hiperprolinemia tipo II (Adaptado de Phang et al., 2001). 
 
 

O diagnóstico da hiperprolinemia tipo II é baseado nos níveis aumentados de 

prolina sérica e no fluído cérebro-espinhal, os quais oscilam entre 500-3.700 µM 

(valores indivíduos normais: 50-270 µM) e 20-50 µM (valores indivíduos normais: 1-4 

µM), respectivamente (Emery et al., 1968; Phang et al., 2001). Embora os níveis 

plasmáticos e urinários de P5C encontram-se de 10 a 40 vezes mais elevados do que 

os valores normais em indivíduos sadios (Phang et al., 2001) e os níveis de glutamato 

também estejam elevados no líquor (Van Harreveld e Fifková, 1973; Rhoads et al., 

1983; Phang et al., 2001), o principal metabólito acumulado quantitativamente na 

hiperprolinemia tipo II é a prolina. A prolina é o único aminoácido com concentrações 
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plasmáticas anormais nos pacientes hiperprolinêmicos, enquanto que na urina ocorre 

aumento de prolina, hidroxiprolina e glicina (Phang et al., 2001). 

Outro achado bioquímico consistente é a iminoglicinúria, que pode se 

estabelecer pela competição da prolina com outros aminoácidos que compartilham 

um sistema comum de transporte renal (Applegarth et al., 1974; Goodman et al., 

1974). Quando os níveis de prolina plasmáticos excedem 800 µM, a iminoglicinúria 

presente nos pacientes torna-se diretamente proporcional à concentração de prolina 

plasmática. A iminoglicinúria ocorre devido ao fato de prolina, glicina e hidroxiprolina 

utilizarem o mesmo transportador; assim quando a prolina estiver em altas 

concentrações, o transporte dos outros substratos será inibido por competição. O 

excesso de prolina satura o mecanismo de transporte tubular, ocasionando a 

prolinúria (Phang et al., 2001). 

A maioria dos pacientes com hiperprolinemia tipo II apresentam epilepsia e 

retardo mental, porém alguns são assintomáticos (Phang et al., 2001). Mesmo sendo 

tais manifestações encontradas em um considerável número de pacientes 

hiperprolinêmicos, os mecanismos pelos quais os sintomas ocorrem são pouco 

compreendidos (Fremeau et al., 1992). 

Até o presente momento, parece não existir tratamento específico para as 

hiperprolinemias. Por outro lado, Benson e Fensom (1985) acreditam que existem 

variantes nas hiperprolinemias, e defendem a idéia de tentar reduzir os níveis de 

prolina nos indivíduos afetados. Porém, a prolina é um aminoácido não essencial, 

sintetizado a partir de outros precursores. Além disso, a maioria das proteínas contém 

resíduos de prolina, o que torna a restrição dietética desse aminoácido difícil, 
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resultando apenas em um modesto controle nos valores plasmáticos de prolina, o que 

não provoca impacto nas manifestações clínicas da doença (Phang et al., 2001).  

 

1.4 Modelo animal de hiperprolinemia tipo II 

O modelo animal de hiperprolinemia tipo II utilizado nesse trabalho foi o mesmo 

utilizado em outros trabalhos do nosso grupo de pesquisa e baseia-se no modelo 

experimental desenvolvido por Moreira e colaboradores (1989).  

No modelo químico experimental crônico de hiperprolinemia tipo II, os ratos são 

tratados do 6° ao 28° dia de vida, sendo a prolina administrada por via subcutânea, 

duas vezes ao dia e com intervalo de 10 horas entre as injeções. As doses de prolina 

variam conforme o peso e a idade dos ratos e foram determinadas de acordo com os 

parâmetros farmacocinéticos da prolina, com o objetivo de obter níveis plasmáticos 

similares àqueles encontrados em pacientes hiperprolinêmicos. Os ratos controles 

recebem igual volume de solução salina 0,9% (1ml/100g de peso corporal) (Moreira et 

al., 1989).  

Dados na literatura mostram que a administração subcutânea ou intracerebral 

de prolina em ratos prejudica a formação da memória (Cherkin et al., 1976; Moreira et 

al., 1989), o que pode refletir os efeitos neurotóxicos da prolina e as conseqüências 

funcionais das alterações fisiopatológicas que ocorrem no cérebro desses animais 

(Olton e Markowska, 1994).  

Estudos prévios realizados em nosso grupo de pesquisa mostraram que a 

administração de prolina diminui a atividade da Na+,K+-ATPase em cérebro de ratos 
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(Pontes et al., 1999; 2001), o que possivelmente leva ao rompimento do gradiente 

iônico e à excitotoxicidade (Lees, 1993). 

 

1.5 Radicais Livres e Estresse Oxidativo  

Os radicais livres são definidos como moléculas que possuem elétrons não 

pareados, o que os confere instabilidade e os tornam muito reativos (Gilbert, 2000). 

Em condições fisiológicas, todos os organismos geram níveis basais de radicais 

livres, cujo efeito pró-oxidante é balanceado pelas defesas antioxidantes, porém, em 

situações patológicas ocorre um aumento na formação de radicais livres e/ou uma 

diminuição nas defesas antioxidantes endógenas, promovendo o estresse oxidativo 

(Salvador e Henriques, 2004), o qual é definido como um desequilíbrio entre a 

formação de espécies reativas e as defesas antioxidantes (Freeman e Crapo, 1982; 

Halliwell e Whiteman, 2004). O estresse oxidativo pode causar dano em diferentes 

tipos de biomoléculas, incluindo o DNA, proteínas e lipídios (Halliwell e Gutteridge, 

2000; Halliwell e Whiteman, 2004). 

O organismo possui mecanismos de defesa contra a ação tóxica dos radicais 

livres e das espécies reativas, diminuindo ou eliminando as conseqüências negativas 

de seus efeitos no organismo. Esses mecanismos compreendem as defesas 

antioxidantes que são classificadas em enzimáticas e não-enzimáticas. As defesas 

antioxidantes enzimáticas incluem principalmente as enzimas superóxido dismutase 

(SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GSH-Px) e glutationa redutase 

(Halliwell, 2001; Salvador e Henriques, 2004) e as defesas antioxidantes não-

enzimáticas incluem principalmente as vitaminas (A, C, E), a riboflavina, a tiamina, os 
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polifenóis, a glutationa, a melatonina, a bilirrubina, os α-cetoácidos, o urato, o ácido 

lipóico e os estrógenos (Taysi et al., 2002; Yang et al., 2002; Salvador e Henriques, 

2004) (Figura 5). 

 

 

 

 
 
 
 

 
 
Figura 5. Estresse oxidativo x mecanismos de defesa (Adaptado de Smith et al., 

2005). 

 

O estresse oxidativo é um importante processo que vem sendo relacionado com 

a patogênese de algumas condições que afetam o sistema nervoso central (SNC), 

tais como epilepsia, esclerose múltipla, demência e doenças neurodegenerativas 

como Alzheimer e Parkinson (Reznick e Packer, 1993; Halliwell, 2001; Salvador e 

Henriques, 2004). Esse fato torna-se facilmente compreensível, visto que o SNC é 

particularmente vulnerável ao estresse oxidativo, em face ao alto consumo de 

oxigênio; ao alto conteúdo lipídico, principalmente de ácidos graxos poliinsaturados; 

aos altos níveis de ferro, os quais favorecem a lipoperoxidação; e à baixa defesa 

antioxidante (Butterfield e Stadtman, 1997; Halliwell, 2006). Portanto, o equilíbrio 

entre a formação de radicais livres e a sua remoção é rompido em condições de 

estresse oxidativo (Butterfield et al., 1997). 

Vitamina  
E, 

 Enzimas, 
  Defesas     
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 ROS 
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Resultados obtidos em nosso laboratório mostraram que a hiperprolinemia tipo II 

induz o estresse oxidativo, uma vez que a administração da prolina (in vivo e in vitro) 

ocasionou o aumento na formação de radicais livres e a redução ou aumento das 

defesas antioxidantes enzimáticas e não-enzimáticas (Delwing et al., 2003b,c). 

 

1.6  Vitaminas E e C 

A vitamina E (α-tocoferol) é uma molécula lipossolúvel intercalada no interior das 

membranas que tem sido considerada um antioxidante importante para o 

funcionamento cerebral em humanos (Vatassery, 1998). Estudos mostram que as 

propriedades antioxidantes da vitamina E podem prevenir doenças associadas ao 

estresse oxidativo como as desordens neurológicas (Brigelius-Flohe et al., 2002), 

uma vez que essa vitamina atua como um importante varredor de radical peroxil 

(ROO●) (Halliwell e Gutteridge, 2000). No cérebro, tem sido mostrado que a vitamina 

E possui papel protetor, pois é capaz de reduzir a degeneração de células 

hipocampais após isquemia cerebral (Hara et al., 1990). Corroborando com essa 

informação, estudos têm mostrado que a vitamina E é capaz de diminuir a progressão 

da doença de Alzheimer (Sano et al., 1997). Dados da literatura indicam que a 

suplementação de vitamina E aumenta os níveis de glutationa (GSH) e diminui a 

concentração de lipídios peroxidados em eritrócitos de humanos (Jain et al., 2000), 

pois a vitamina E possui a propriedade de finalizar a propagação de reações dos 

radicais livres nas membranas lipídicas (Marshall e Bangert, 1995).  

A vitamina C (ácido L-ascórbico) é um antioxidante ativo contra radicais livres 

sendo um doador de elétrons, um agente redutor, capaz de prevenir a oxidação de 
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outros compostos. A vitamina C é considerada um varredor de radicais hidroxil e 

superóxidos (Halliwell e Gutteridge, 2000) e, juntamente com a vitamina E, possui 

papel importante na proteção de membranas contra o estresse oxidativo. A vitamina 

C regenera a vitamina E à sua forma reduzida doando elétrons ao radical α-tocoferil, 

prolongando dessa maneira, seu efeito antioxidante (Carr e Frei, 1999; Sener et al., 

2005).  

Estudos realizados em nosso grupo de pesquisa mostraram que o pré-

tratamento com vitaminas E e C foi capaz de prevenir a redução da atividade da 

acetilcolinesterase (AChE) e da Na+,K+-ATPase causada pela administração de 

prolina em cérebro de ratos (Delwing et al., 2003a, Franzon et al., 2003).  

 

1.7 COLINESTERASES: Acetilcolinesterase e Butirilcolinesterase 

A acetilcolina é um neurotransmissor sintetizado no citoplasma do terminal 

sináptico a partir de acetato e colina por ação da enzima colina-acetiltransferase A 

atividade da acetilcolina é finalizada por colinesterases presentes na sinapse (Lent, 

2002a; Massoulié, 2002) (Figura 6). 

 

Figura 6. Neurotransmissão colinérgica. 
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Existem dois tipos de colinesterases, a AChE e a butirilcolinesterase (BuChE), 

cuja classificação é baseada na preferência por substratos. A AChE hidrolisa 

preferencialmente a acetilcolina enquanto que a BuChE hidrolisa a acetilcolina e 

outros ésteres de colina, incluindo a butirilcolina e a succinilcolina (Lockridge, 1988; 

Massoulié et al., 1993; Lane et al., 2005).  

A AChE atua na transmissão colinérgica de mamíferos, estando presente em 

maior concentração no SNC, músculo esquelético e na membrana de eritrócitos 

(Inestrosa e Perelman, 1990, Massoulié et al., 1993; Darvesh et al., 2003; Aldunate et 

al., 2004). A inibição na atividade da enzima ocasiona o acúmulo de acetilcolina, o 

que pode causar convulsões e epilepsia (Olney et al., 1986). A BuChE, também 

conhecida por colinesterase não específica ou pseudocolinesterase, é uma enzima 

que está presente no soro, células hematopoiéticas, fígado, coração, endotélio 

vascular, sinapses colinérgicas e no SNC (Silver, 1974, Mack e Robitzki, 2000; 

Darvesh et al., 2003). Estudos recentes mostraram que essa enzima encontra-se 

também presente em estruturas com papel importante nas funções cognitivas, tais 

como: córtex cerebral, hipocampo, amígdala e tálamo (Darvesh et al., 2003).  

Estudos realizados por Giacobini (2000) e Geula e Darvesh (2004) sugerem que 

a BuChE pode atuar como um co-regulador da atividade da acetilcolina no SNC, uma 

vez que a inibição dessa enzima aumenta, de maneira dose dependente, os níveis 

desse neurotransmissor no cérebro. Nesse contexto, Mesulam e colaboradores 

(2002) mostraram que na ausência da AChE, a BuChE parece substituí-la na 

manutenção da integridade estrutural e fisiológica do sistema colinérgico. Estudos 

realizados por Bowen e Dawison (1986) e Benzi e Moretti (1998) mostraram uma 
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diminuição na atividade da AChE e um aumento na atividade da BuChE em cérebro 

de pacientes com a doença de Alzheimer. Assim, cabe ressaltar que a BuChE sérica 

tem sido considerada um marcador periférico do sistema colinérgico central (Fossi et 

al., 1992).  

Pesquisas desenvolvidas por nosso grupo mostraram que a hiperprolinemia 

tipo II reduz a atividade da AChE em córtex cerebral de ratos e que as vitaminas E e 

C previnem tal efeito (Delwing et al., 2003a). Nossos resultados corroboram com 

dados da literatura que mostram que a atividade da AChE é reduzida por radicais 

livres e que esse efeito é prevenido por antioxidantes (Tsakiris et al., 2000).  

 

1.8 Glutamato 
 

O aminoácido L-glutamato é considerado o principal neurotransmissor excitatório 

presente no SNC de mamíferos, participando de muitas funções cerebrais como 

cognição, memória, aprendizado (Fonnum, 1984; Meldrum, 2000; Danbolt, 2001; 

Myhrer, 2003; Lynch, 2004) e adaptação ao ambiente (Ozawa et al., 1998; Mattson et 

al., 2002; Warren, 2002). O glutamato exerce sua ação agindo em receptores 

glutamatérgicos localizados na superfície das células neurais. A proporção com que 

esses receptores são estimulados depende da concentração de glutamato no fluído 

extracelular (Ullensvang et al., 1997; Attwell, 2000; Danbolt, 2001; Chen e Swanson, 

2003). Quando o glutamato está presente em altas concentrações na fenda sináptica, 

ele pode causar excitotoxicidade, resultante da superestimulação dos receptores 

glutamatérgicos, o que pode contribuir para o dano neuronal (Furuta et al., 1997; 
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Danbolt, 2001; Segovia et al., 2001; Maragakis e Rothstein, 2001, 2004; Mattson et 

al., 2002).  

Os receptores glutamatérgicos são classificados como ionotrópicos e 

metabotrópicos. Os receptores ionotrópicos foram subseqüentemente classificados 

de acordo com o agonista mais seletivo e subdivididos em NMDA (N-metil-D-

aspartato), AMPA (α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionato) e cainato. O 

receptor metabotrópico é referido simplesmente como metabotrópico cuja ação ocorre 

indiretamente através de proteínas G. Esses são subdivididos em três grupos. Os 

receptores do grupo I estão acoplados a proteínas G que ativam cascata de segundo 

mensageiro (fosfolipase C) promovendo a liberação de Ca++ de estoques 

intracelulares, enquanto que os receptores dos grupos II e III estão acoplados a 

proteínas G, inibindo a formação de AMPc (Mayat et al., 1995; Kurihara et al., 1997; 

Zhao et al., 1997; Hirai, 2000; Danbolt, 2001).  

Uma vez que não existe uma enzima específica no meio extracelular capaz de 

metabolizar significativamente o glutamato (Rothstein et al., 1994; Ullensvang et al., 

1997; Attwell, 2000; Danbolt, 2001; Chen e Swanson, 2003), a quantidade desse 

neurotransmissor presente na fenda sináptica depende do equilíbrio entre a sua 

liberação pelos neurônios pré-sinápticos e a sua captação que ocorre principalmente 

através de transportadores localizados na membrana celular dos astrócitos e também 

nos terminais neuronais pré-sinápticos. A literatura relata cinco diferentes isoformas 

de transportadores de glutamato, identificadas como GLAST (EAAT1) (Storck et al., 

1992), GLT-1 (EAAT2) (Pines et al., 1992), EAAC1 (EAAT3) (Kanai e Hediger, 1992), 

EAAT4 (Fairman et al., 1995) e EAAT5 (Arriza et al., 1997). O transportador GLT-1 é 
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considerado o principal transportador de glutamato em todas as regiões cerebrais 

(Danbolt et al., 2001). Além disso, a captação do glutamato é dependente de sódio 

(Anderson e Swanson, 2000; Attwell, 2000; Danbolt, 2001; Chen e Swanson, 2003).  

Após o glutamato ser liberado na fenda sináptica e exercer sua ação nos 

receptores glutamatérgicos, ele deve ser recaptado, com o objetivo de interromper a 

transmissão sináptica. Dessa maneira, o glutamato é transportado do fluído 

extracelular para o interior dos astrócitos onde é detoxificado convertendo-se em 

glutamina. Essa é liberada para o fluído extracelular e após é captada pelos 

neurônios glutamatérgicos, onde será convertida em glutamato que será armazenado 

em vesículas para posterior liberação. Essa rota, conhecida como ciclo da glutamina-

glutamato, tem sido mencionada como a principal forma pela qual o neurotransmissor 

glutamato é captado (Danbolt, 2001) (Figura 7). 

 

 

   

 

 

Figura 7. Captação do glutamato. 

Estudos recentes mostram que em certas desordens neurodegenerativas do 

SNC, como na doença de Alzheimer e na doença de Huntington, ocorre um aumento 

nos níveis de glutamato no fluído extracelular, ocasionando dessa forma, a 

excitotoxicidade glutamatérgica (Brewer, 2000; Danbolt, 2001; Ingram et al., 2001; 
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Segovia et al., 2001; Maragakis e Rothstein, 2001, 2004; Campiani et al., 2003; 

Wenk, 2006). 

 

1.9 Cadeia Respiratória Mitocondrial 

A fosforilação oxidativa é o processo pelo qual se forma ATP quando se 

transfere elétrons do NADH e FADH2 provenientes da glicólise, do ciclo do ácido 

cítrico e da oxidação de ácidos graxos para o oxigênio molecular, o aceptor final de 

elétrons na cadeia respiratória (CR), por uma série de transportadores de elétrons. 

Esse processo é considerado a principal fonte de ATP em organismos aeróbicos 

(Babcock e Wikström, 1992; Voet e Voet, 2006) e necessita da ação de complexos 

protéicos localizados em uma estrutura especial da membrana mitocondrial interna, a 

CR (Di Donato, 1997), a qual é formada pelos seguintes componentes: NADH:Q 

oxidorredutase (complexo I), succinato:Q oxidorredutase (complexo II), citocromo c 

oxidorredutase (complexo III) e citocromo c oxidase (complexo IV). Além desses 

complexos, a CR possui dois transportadores móveis de elétrons, que são a 

coenzima Q (CoQ), entre os complexos I e III, e o citocromo c, entre os complexos III 

e IV (Berg al., 2004b; Lehninger et al., 2007) (Figura 8).  
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           Figura 8. Fluxo de elétrons através da cadeia respiratória (Adaptado de 
Smith et al., 2005). 

 
 

A citocromo c oxidase (COX), o último complexo da CR, é composta de doze ou 

mais subunidades polipeptídicas (Barrientos et al, 2002; Berg et al., 2004b). As três 

maiores subunidades formam o centro catalítico da enzima.  A subunidade I contém 

os grupamentos heme (citocromos a e a3) e um dos íons Cu (CuB) enquanto que a 

subunidade II contém um centro de Cu binuclear (CuA) (Capaldi, 1992). A subunidade 

III não apresenta grupamento prostético e não parece estar envolvida no 

bombeamento de prótons, mas na manutenção da estabilidade estrutural (Barrientos 

et al, 2002). Esse complexo possui a função de transferir elétrons do citocromo c para 

o oxigênio, uma vez que catalisa a oxidação do citocromo c2+ a citocromo c3+ e a 

redução do oxigênio molecular à água, acoplado à transferência de prótons da matriz 

mitocondrial para o espaço intermembrana. Nessa reação, cada molécula de oxigênio 

precisa receber quatro elétrons para ser reduzida a 2 H2O, o que é facilitado pela 

presença de íons Cu2+ na COX (Babcock e Wikstrom, 1992; Smith et al., 2005). A 

COX é considerada a enzima chave na regulação da síntese de ATP mitocondrial, 
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uma vez que a reação redox entre o citocromo c e o oxigênio é essencialmente 

irreversível (Poyton e McEwen, 1996).  

Devido ao papel fundamental que a CR desempenha no metabolismo 

energético, o dano a um ou mais complexos da cadeia poderá ocasionar queda na 

síntese de ATP celular (Davey e Clark, 1996). Durante o metabolismo aeróbio, 

espécies ativas de oxigênio (EAO), tais como o superóxido e o peróxido de hidrogênio 

(H2O2), são produzidas em níveis fisiológicos (Boveris e Cadenas, 1982; Forman e 

Boveris, 1982). Esses metabólitos são removidos do organismo por reações 

enzimáticas e não-enzimáticas (Wu et al., 1999). Porém, inibição do complexo IV 

(COX) ou de outro complexo da CR pode conduzir à redução incompleta do oxigênio, 

e conseqüentemente, ao aumento da formação de radicas livres e redução da síntese 

de ATP (Bose et al., 1992; Milatovic et al., 2001; Gupta et al., 2002). Nesse cenário, 

níveis elevados de radicais livres podem causar dano aos componentes mitocondriais 

e iniciar processos degradativos (Cadenas e Davies, 2000).  

 

1.10 Na+,K+-ATPase 

A Na+,K+-ATPase é uma proteína integral de membrana (Hansen e Clausen, 

1988) responsável pela manutenção do gradiente iônico neuronal através do co-

transporte de três íons Na+ para o meio extracelular e dois íons K+ para o meio 

intracelular. Para realizar o transporte desses íons, a enzima utiliza energia 

proveniente da hidrólise de cerca de 50% do ATP produzido no cérebro (Erecinska e 

Silver, 1994; Erecinska et al., 2004). A manutenção do equilíbrio eletrolítico intra e 

extracelular garante ao neurônio a geração do potencial de membrana e do gradiente 



 
20 

 
 

eletroquímico a fim de manter a excitabilidade, o volume neuronal e a transmissão de 

sinais neurais por todo o sistema nervoso (SN) (Kaplan, 2002; Devlin, 2003).  

Quanto à estrutura, a Na+,K+-ATPase é composta por duas subunidades α  

transmembranas, que contém os sítios de ligação para Na+, K+, ATP e glicosídios 

cardíacos, duas subunidades β regulatórias, na forma de glicoproteínas, e uma 

subunidade δ (Blanco et al., 2000; Kaplan, 2002; Devlin, 2003; Erecinska et al., 2004) 

(Figura 9). 

 
Figura 9. Estrutura da Na+,K+-ATPase (Adaptado de Voet e Voet, 2006). 

 
 

Durante o ciclo catalítico a subunidade α é fosforilada e desfosforilada em um 

resíduo de ácido aspártico, estabilizando a estrutura em duas formas, E1 e E2 

(Vasilets e Schwarz, 1993; Kaplan, 2002; Devlin, 2003; Jorgensen et al., 2003). Na 

conformação E1, os sítios fixadores de íons têm alta afinidade para o Na+, dessa 

forma ocorre a ligação de três íons Na+ que são transportados para o meio 

extracelular como resultado da fosforilação da proteína e da transição para o estado 

E2. Na conformação E2, os sítios fixadores de íons têm alta afinidade para o K+, 

ligando assim dois íons K+, o que provoca a desfosforilação da enzima e o transporte 

de dois íons K+ para o meio intracelular. A enzima desprovida de uma fosforila não é 
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estável na forma E2, e volta à forma E1 que tem alta afinidade por Na+, completando 

o ciclo (Kaplan, 2002; Devlin, 2003; Jorgensen et al., 2003; Berg et al.,2004c).  

Dados da literatura mostram que a atividade da Na+,K+-ATPase está reduzida na 

isquemia cerebral (Wyse et al., 2000), na epilepsia (Grisar, 1984), em crises 

convulsivas (Renkawek et al., 1992) e em determinadas doenças neurodegenerativas 

(Lees, 1993; Hattori et al., 1998; Yu, 2003), como por exemplo na doença de 

Alzheimer (Liguri et al., 1990; Hattori et al., 1998).  

Trabalhos realizados em nosso grupo de pesquisa mostraram que a atividade da 

Na+,K+-ATPase está reduzida em hipocampo e córtex cerebral (Pontes et al., 1999; 

2001) de ratos submetidos ao modelo experimental de hiperprolinemia tipo II. Nossos 

resultados também mostraram que as vitaminas E e C e a glutationa foram capazes 

de prevenir o efeito mediado pela prolina em hipocampo de ratos, indicando a 

participação do estresse oxidativo na inibição da atividade da Na+,K+-ATPase nessa 

estrutura cerebral (Franzon et al., 2003). Nossos resultados corroboram com a 

literatura, uma vez que um dos mecanismos envolvido na redução da atividade dessa 

enzima é o estresse oxidativo, pois a Na+,K+-ATPase é inibida por radicais livres 

(Yousef et al., 2002). Possivelmente essa inibição é causada por oxidação dos 

grupos sulfidrila presentes no sítio ativo da enzima (Dobrota et al., 1999; Kurella et 

al., 1999). A enzima também pode ser inibida por produtos de lipoperoxidação e por 

alterações na fluidez da membrana plasmática (Morel et al., 1999; Rauchová et al., 

1999; Chakraborty et al., 2003).  
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1.11 NTPDases e ecto-5’-nucleotidase 

Os trifosfo- e difosfo-nucleosídeos podem ter seus níveis extracelulares 

controlados pela ação de várias enzimas que estão localizadas na superfície celular 

ou estão na forma solúvel. Nos últimos anos, consideráveis progressos têm sido 

feitos na caracterização de uma família de enzimas responsáveis pela degradação de 

nucleotídeos extracelulares, conhecida como família E-NTPDases. As E-NTPDases 

hidrolisam nucleotídeos purínicos e pirimídicos, tri- e difosfatados na dependência de 

cátions divalentes, como Ca2+ e /ou Mg2+ (Zimmermann, 2001, 2006). 

Em geral, as NTPDases possuem seu sítio ativo voltado para o meio extracelular 

ou para o lúmen de organelas intracelulares como o complexo de Golgi e o retículo 

endoplasmático. Porém, existem também formas solúveis da enzima (Zimmermann, 

1996; Bigonesse et al., 2004).  

Até o momento, oito membros da família das NTPDases têm sido identificadas, 

as quais se diferenciam pelas variações quanto à afinidade pelo substrato, que pode 

ser revelada pela razão de hidrólise dos nucleotídeos. As NTPDases 1, 2, 3 e 8 

possuem dois domínios transmembrana e o sítio ativo voltado para o meio 

extracelular (Zimmermann, 2001; Bigonnesse et al., 2004). A NTPDase 1 (CD39, 

ecto-apirase, ecto-ATP difosfoidrolase) hidrolisa ATP e ADP igualmente bem, sendo a 

proporção de hidrólise de 1:1 (Kaczmarek et al., 1996; Wang e Guidotti, 1996; 

Zimmermann, 2001; Zimmermann, 2006). A NTPDase 2 (CD39L1 ou ecto-ATPase) 

tem uma preferência maior pela hidrólise do ATP do que do ADP, sendo a proporção 

de hidrólise de 30:1, agindo como um produtor extracelular de ADP. A NTPDase 3 

(CD39L3) apresenta propriedades funcionais intermediárias e hidrolisa o ATP em 
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uma velocidade aproximadamente três vezes maior que o ADP (Smith e Kirley, 1998; 

Mateo et al.,1999; Zimmermann, 2001; Zimmermann, 2006) enquanto que a 

NTPDase 8, que também é um intermediário funcional, hidrolisa ATP com cerca de 

duas vezes mais eficiência que o ADP (Bigonesse et al., 2004). 

Já as NTPDases 4, 5, 6 e 7 são ancoradas em membranas de organelas 

intracelulares por um ou dois domínios transmembrana e apresentam o sítio catalítico 

voltado para o lúmen das organelas (Biederbick et al., 2000; Braun et al., 2000; Shi et 

al., 2001; Zimmermann, 2001). Dentre essas, as NTPDases 5 e 6 também podem se 

localizar na membrana plasmática por somente um domínio transmembrana na 

porção N-terminal, o que possibilita que sejam clivadas proteoliticamente e liberadas 

para o meio extracelular (Mulero et al., 1999).  

Apesar das diferenças catalíticas e de distribuição dessas enzimas, todas as 

NTPDases apresentam cinco domínios com seqüências altamente conservadas, 

denominadas “regiões conservadas da apirase”, que possivelmente participam da 

formação do sítio catalítico dessas enzimas (Zimmermann, 2001). 

As ecto-5’-nucleotidases constituem uma família de enzimas com distribuição 

tecidual ampla, existindo formas solúveis e formas ancoradas à membrana. De 

acordo com a localização celular e propriedades bioquímicas, essa família de 

enzimas classifica-se em quatro grupos: uma ecto-5’-nucleotidase ancorada a 

membrana plasmática, uma forma solúvel, e duas formas citoplasmáticas. Assim, a 

atividade catalítica da ecto-5’-nucleotidase controla os níveis extra e intracelulares de 

AMP e de outros nucleosídeos monofosforilados (Kawashima et al., 2000; Robson et 

al., 2006). Portanto, a associação dessas enzimas (NTPDase e ecto-5’-nucleotidase) 
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produz uma via altamente eficiente, desenvolvida com o objetivo de controlar os 

níveis extracelulares de ATP e de adenosina. 

Cabe ressaltar que o ATP é o principal nucleotídeo de adenina liberado nos 

terminais nervosos de diferentes áreas cerebrais (Fiedler et al., 1992; Burnstock, 

1999). Em relação ao sistema cardiovascular, os nucleosídeos de adenina mono-, di- 

e trifosfatados modulam eventos fisiológicos de crescimento celular (Erlinge, 1998), 

contração/dilatação dos vasos, agregação plaquetária e a transmissão sináptica 

(Ralevic e Burnstock, 2003). A adenosina também apresenta muitas funções 

importantes, sendo considerada uma substância neuromoduladora e neuroprotetora 

em muitas áreas cerebrais (Dunwiddie e Masino, 2001; Latini e Pedata, 2001). Essa 

molécula pode promover a vasodilação (Marshall, 2000), inibir a agregação 

plaquetária (Kawashima et al., 2000) e ativar enzimas do sistema antioxidante, 

apresentando dessa forma, um eficiente mecanismo de proteção aos danos causados 

pelos radicais livres (Maggirwar et al., 1994). 

 

1.12 Memória 

A capacidade de aprender e recordar eventos depende de modificações 

induzidas no SN pela percepção desses eventos. O aprendizado consiste na 

aquisição de novas informações ou novos conhecimentos através da experiência, 

enquanto que a memória consiste na capacidade de armazenar e evocar informações 

(Izquierdo, 1988; Squire et al., 1993; Bear et al., 2002).  

A operação dos sistemas de memória pode ser representada por uma seqüência 

de etapas, as quais têm início com a aquisição, que consiste na entrada de um 
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evento qualquer nos sistemas neurais ligados à memória. Após ocorre o processo de 

retenção da memória, que consiste no armazenamento dos aspectos selecionados de 

um evento, os quais serão armazenados por um período de tempo que poderá variar 

de segundos a anos. Portanto, dentre os vários aspectos de um evento, alguns serão 

esquecidos imediatamente, outros memorizados por certo período e apenas uns 

poucos permanecerão na memória por um tempo prolongado. Nesse último caso, diz-

se que ocorreu a consolidação. Por fim, o último dos processos é a evocação, através 

da qual temos acesso à informação armazenada (Izquierdo, 1989; Quillfeldt, 1994; 

McGaugh, 1996; 2000; Lent, 2002b) (Figura 10). 

 

             Figura 10. Operação dos sistemas de memória (Lent, 2002). 

 

Atualmente, várias técnicas são utilizadas em laboratórios de pesquisa com o 

objetivo de avaliar a memória em animais. Uma dessas técnicas compreende a tarefa 

do labirinto aquático de Morris, um teste já utilizado há 20 anos atrás como um 

modelo experimental para investigar o aprendizado e a memória espacial em animais, 

sendo considerada uma tarefa adequada para avaliar a cognição em ratos. Estudos 
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mostraram que o aprendizado espacial em geral parece depender da ação 

coordenada de diferentes regiões cerebrais e dos sistemas de neurotransmissão 

(D’Hooge e De Deyn, 2001). Corroborando com esses dados, estudos também 

demonstraram que lesões em diferentes regiões cerebrais como no hipocampo, 

estriado, cerebelo e em determinadas áreas corticais, parecem prejudicar a tarefa do 

labirinto aquático de Morris (Roof et al., 1993; Liu e Bilkey, 1998).  

O estresse oxidativo é um processo que vem sendo relacionado aos 

mecanismos patofisiológicos envolvidos no dano cerebral observado em muitas 

doenças neurodegenerativas como o Parkinson, Alzheimer e Huntington (Matés et al., 

1999). A redução do estresse oxidativo e a concomitante diminuição das EAO têm 

efeitos benéficos no aprendizado e na memória. Nesse contexto, estudos mostram 

que o tratamento crônico com antioxidantes melhora a performance cognitiva em 

modelos animais de Parkinson (Dunnett e Björklund, 1999) e Alzheimer (Praticò e 

Delanty, 2000) e estudos em ratos idosos mostram que o déficit no aprendizado 

motor pode ser melhorado com dietas ricas em antioxidantes como o β-caroteno e as 

vitaminas E e C (Bickford et al., 2000).  

Recentemente, estudos realizados em nosso grupo de pesquisa mostraram que 

ratos submetidos à administração crônica de prolina apresentam déficit na memória 

espacial (Bavaresco et al., 2005), sugerindo que altos níveis de prolina no período de 

desenvolvimento (6° ao 28° dia)  podem causar dano neurológico na fase adulta dos 

ratos (60 dias).  
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II. OBJETIVOS 
 

Objetivo geral 

 Considerando que: (1) a prolina induz o estresse oxidativo, (2) reduz as 

atividades das enzimas Na+,K+-ATPase e AChE em cérebro de ratos, (3) prejudica a 

memória em ratos, (4) provoca alterações no estado redox da célula, resultando na 

diminuição do consumo de oxigênio e da oxidação do NADH, (5) ativa receptores 

NMDA e pode potencializar a ação do glutamato (6) e que pacientes com 

hiperprolinemia tipo II apresentam disfunção neurológica, o objetivo geral do 

presente estudo foi investigar o efeito da prolina sobre alguns parâmetros bioquímicos 

em ratos (atividades da AChE e BuChE em córtex cerebral e soro de ratos, 

respectivamente, atividades das enzimas citocromo c oxidase e Na+,K+-ATPase em 

córtex cerebral de ratos, captação do glutamato em córtex cerebral e hipocampo de 

ratos, hidrólise de nucleotídeos em sinaptossomas obtidos de córtex cerebral e em 

soro de ratos). Também investigamos o efeito das vitaminas E e C sobre as 

alterações bioquímicas e comportamentais em ratos submetidos à hiperprolinemia 

tipo II. 

 Este trabalho será dividido em sete capítulos como segue: 
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Capítulo I 

Objetivos específicos 

1. Investigar a influência do pré-tratamento com α-tocoferol (vitamina E) e ácido 

ascórbico (vitamina C) sobre os efeitos causados pela administração aguda de 

prolina em alguns parâmetros de estresse oxidativo, denominados 

quimiluminescência e TRAP em homogeneizado de córtex cerebral de ratos. 

2. Investigar o efeito do pré-tratamento com vitaminas E e C sobre a redução da 

atividade da enzima antioxidante CAT em homogeneizado de córtex cerebral 

de ratos submetidos à hiperprolinemia aguda. 

3. Avaliar o efeito da administração concomitante de vitaminas E e C à 

administração crônica de prolina sobre a atividade das enzimas antioxidantes 

CAT e GSH-Px em homogeneizado de córtex cerebral de ratos. 
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Capítulo II 

Objetivos específicos 

1. Verificar o efeito da administração aguda e crônica de prolina sobre a atividade 

da AChE em homogeneizado de córtex cerebral de ratos. 

2. Investigar o efeito da administração aguda e crônica de prolina sobre a 

atividade da BuChE em soro de ratos. 

3 Verificar o efeito do pré-tratamento com vitaminas E e C ou da vitamina E 

isolada sobre os efeitos causados pela prolina na atividade da AChE em 

homogeneizado de córtex cerebral de ratos. 

4 Verificar o papel da vitamina E, da vitamina C, do Nω-nitro-L-arginina metil 

éster (L-NAME), um inibidor da óxido nítrico sintase (NOS) e da melatonina 

sobre os efeitos causados pela prolina na atividade da AChE em 

homogeneizado de córtex cerebral de ratos. 
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Capítulo III 

Objetivos específicos 

1 Verificar o efeito da administração aguda e crônica de prolina sobre a atividade 

da enzima COX em córtex cerebral de ratos de 29 e 60 dias de idade. 

2 Investigar o efeito in vitro de diferentes concentrações de prolina sobre a 

atividade da enzima COX em córtex cerebral de ratos de 29 e 60 dias de 

idade. 

3 Verificar a influência do pré-tratamento com vitaminas E e C sobre o efeito 

causado pela administração aguda de prolina na atividade da COX em 

homogeneizado de córtex cerebral de ratos de 29 e 60 dias. 

4 Avaliar o efeito da administração de vitaminas E e C durante a administração 

crônica de prolina sobre a atividade da enzima COX em córtex cerebral de 

ratos de 29 dias. 
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Capítulo IV 

Objetivos específicos 

1 Investigar o efeito in vitro de diferentes concentrações de prolina sobre a 

captação do glutamato em fatias de córtex cerebral e hipocampo de ratos. 

2 Verificar o efeito da administração aguda de prolina sobre a captação do 

glutamato em fatias de córtex cerebral e hipocampo de ratos. 

3 Verificar a influência do pré-tratamento com vitaminas E e C administradas 

juntas ou isoladas sobre o efeito causado pela administração aguda de prolina 

na captação de glutamato em fatias de córtex cerebral de ratos. 

4 Avaliar o efeito da administração aguda de prolina sobre a atividade da enzima 

Na+,K+-ATPase em homogeneizado de córtex cerebral de ratos e a influência 

do pré-tratamento com vitaminas E e C sobre o efeito causado pela 

administração aguda de prolina na atividade da Na+,K+-ATPase em córtex 

cerebral de ratos. 
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Capítulo V 

Objetivos específicos 

1 Verificar o efeito da administração aguda e crônica de prolina sobre a atividade 

das enzimas NTPDase e ecto-5’-nucleotidase em sinaptossomas obtidos de 

córtex cerebral de ratos. 

2 Investigar o efeito in vitro de diferentes concentrações de prolina sobre a 

atividade das enzimas NTPDase e ecto-5’-nucleotidase em sinaptossomas 

obtidos de córtex cerebral de ratos. 
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Capítulo VI 

Objetivos específicos 

1 Verificar o efeito da administração aguda de prolina sobre a hidrólise dos 

nucleotídeos ATP, ADP e AMP em soro de ratos sacrificados 1h, 3h ou 12h 

após a injeção. 

2 Investigar o efeito da administração crônica de prolina sobre a hidrólise dos 

nucleotídeos ATP, ADP e AMP em soro de ratos sacrificados 3h ou 12h após a 

última injeção. 

3 Verificar o efeito in vitro de diferentes concentrações de prolina sobre a 

hidrólise dos nucleotídeos em soro de ratos. 
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Capítulo VII 

Objetivos específicos 

1  Investigar se o tratamento crônico com as vitamina E e C previne o prejuízo 

na memória espacial e na memória de trabalho observado em ratos 

submetidos à administração crônica de prolina.  

 
 

 

OBS: todos os capítulos serão apresentados na forma de artigos científicos. 
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IV. DISCUSSÃO 

A hiperprolinemia tipo II é uma doença genética causada pela deficiência 

hepática na atividade da enzima ∆1-pirrolino-5-carboxilato-desidrogenase e se 

caracteriza bioquimicamente por níveis elevados de prolina no plasma e no fluído 

cerebro-espinhal. Verifica-se que alguns pacientes com quadro bioquímico de 

hiperprolinemia tipo II apresentam retardo mental e epilepsia, enquanto que outros 

pacientes são clinicamente normais (Phang et al., 2001).   

Os níveis plasmáticos de prolina encontram-se elevados em ambos os 

pacientes, o que poderia indicar que altos níveis desse aminoácido não são 

suficientes para causar dano neurológico. Por outro lado, a literatura correlaciona os 

altos níveis de prolina encontrados nos pacientes hiperprolinêmicos com 

manifestações neurológicas, sugerindo que a hiperprolinemia pode predispor a 

convulsões (Flynn et al., 1989). A alta incidência de convulsões durante a infância na 

hiperprolinemia tipo II pode ser explicada pelo fato da prolina possuir propriedades 

neuroexcitatórias e neurotóxicas (Flynn et al., 1989). Embora as disfunções 

neurológicas sejam observadas em muitos pacientes hiperprolinêmicos, os 

mecanismos responsáveis por essas são pouco compreendidos. 

O modelo animal de hiperprolinemia tipo II utilizado nesse trabalho foi o mesmo 

utilizado em outros trabalhos do nosso grupo de pesquisa e baseia-se no modelo 

experimental desenvolvido por Moreira e colaboradores (1989). Nesse modelo, para 

atingir níveis séricos de prolina em ratos, similares àqueles encontrados em pacientes 

hiperprolinêmicos, foram administradas por via subcutânea, várias doses de prolina, 

as quais variaram de acordo com o peso e a idade dos ratos. Os animais controles 
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receberam igual volume de solução salina 0,9% (1ml/100 g de peso corporal). As 

soluções foram administradas duas vezes ao dia, com intervalos de 10 horas. O 

esquema final para administração crônica de prolina foi calculado de acordo com 

parâmetros farmacocinéticos da prolina (Moreira et al., 1989). As estruturas cerebrais 

utilizadas para a realização dos experimentos foram o córtex cerebral e o hipocampo, 

que são estruturas essenciais para a memória e o aprendizado (Roof et al., 1993; Liu 

e Bilkey, 1998; Squire, 2004), os quais se encontram compremetidos em pacientes 

com hiperprolinemia tipo II.  

Resultados obtidos em nosso laboratório têm mostrado que a administração 

aguda de prolina ou a presença de prolina no meio de incubação induz o estresse 

oxidativo, uma vez que aumenta a quimiluminescência (um índice de peroxidação 

lipídica) e diminui o TRAP (um índice de defesa total antioxidante não-enzimática 

tecidual) (Delwing et al., 2003b,c). Nossos resultados também mostraram que a 

administração aguda de prolina reduz a atividade da CAT (enzima responsável pela 

detoxificação do H2O2) e que a hiperprolinemia crônica aumenta a atividade dessa 

enzima e reduz a atividade da GSH-Px (enzima que decompõe os peróxidos 

derivados da oxidação de fosfolipídios de membranas) (Delwing et al., 2003c).  

No presente trabalho, considerando os resultados anteriormente citados, 

primeiramente investigamos a influência do pré-tratamento com as vitaminas E e C 

sobre o aumento da quimiluminescência e a diminuição do TRAP causados pela 

administração aguda de prolina em córtex cerebral de ratos. Nossos resultados 

mostraram que as vitaminas E e C são capazes de prevenir a ação da prolina sobre 

esses parâmetros de estresse oxidativo. Esses resultados estão de acordo com 
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outros estudos, os quais mostram os efeitos neuroprotetores da vitamina E contra o 

dano oxidativo tecidual, com ênfase no SNC (Anderson et al., 1988; Hara et al., 1990; 

Vatassery et al., 2004). A influência da co-administração das vitaminas E e C sobre 

as alterações causadas pela administração aguda e crônica de prolina nas atividades 

das enzimas antioxidantes CAT e GSH-Px foi também avaliada. Os resultados 

mostraram que as vitaminas E e C preveniram a redução na atividade da CAT 

causada pela administração aguda de prolina, bem como o aumento na atividade da 

CAT e a redução na atividade da GSH-Px causadas pela hiperprolinemia crônica. 

Embora não saibamos o exato mecanismo responsável pelo aumento na atividade da 

CAT causada pela administração crônica de prolina, sugerimos como hipótese uma 

hiper-estimulação na síntese da enzima, causada pela transcrição genética, como 

sendo um efeito compensatório ocorrido em consequência do aumento da geração de 

radicais livres provocado pela prolina. Dados na literatura mostram que as enzimas 

antioxidantes podem responder ao aumento do estresse oxidativo aumentando suas 

atividades, a fim de reduzir o dano (Travacio e Llesuy, 1996). Nesse contexto, 

podemos presumir que a geração do H2O2, EAO inativada pela CAT, pode estar 

sendo induzida pela prolina. Nesse trabalho, as vitaminas E e C provavelmente 

preveniram o aumento na atividade da CAT por reduzirem a formação de radicais 

livres. 

Cabe ressaltar que o estresse oxidativo é um importante evento que está 

relacionado com a fisiopatologia de algumas condições que afetam o SNC, tais como 

a isquemia cerebral e algumas doenças neurodegenerativas (Reznick e Packer, 1993; 

Halliwell, 2001; Salvador e Henriques, 2004). A proteção contra o dano oxidativo é 
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providenciada pelas defesas antioxidantes, incluindo enzimas como a SOD, a CAT e 

a GSH-Px e por defesas não-enzimáticas como as vitaminas A, C, E (Salvador e 

Henriques, 2004).   

A vitamina E é uma molécula lipossolúvel localizada no interior da bicamada 

lipídica das membranas, sendo responsável por limitar/inibir a peroxidação lipídica 

endógena (Niki et al., 1993). A vitamina C é um antioxidante ativo contra radicais 

livres, sendo capaz de remover radicais hidroxil e superóxidos (Halliwell e Gutteridge, 

2000). A vitamina C tem papel importante na regeneração da vitamina E,  

prolongando dessa maneira, seu efeito antioxidante (Carr e Frei, 1999). Considerando 

a importância da vitamina C na regeneração da forma reduzida da vitamina E, em 

nossos estudos a vitamina C foi administrada concomitantemente com a vitamina E, a 

fim de prolongar o efeito antioxidante da vitamina E (Carr e Frei, 1999).    

Tendo em vista que além do desequilíbrio entre a formação e a remoção de 

radicais livres, as alterações colinérgicas são também eventos importantes 

associados à fisiopatologia de alguns distúrbios neurodegenerativos (Ballard et al., 

2005;  Siqueira et al., 2005), a AChE possui papel importante na transmissão 

colinérgica (Inestrosa e Perelman, 1990) e a redução da AChE cortical tem sido 

associada com demência (Blokland, 1995; Petersen et al., 1999; O’Brien et al., 2003), 

decidimos investigar nesse estudo o efeito da administração aguda e crônica de 

prolina sobre a atividade da enzima AChE em homogeneizado de córtex cerebral de 

ratos de 29 dias de idade. 

Nossos resultados mostraram que a administração aguda de prolina reduziu 

significativamente a atividade da AChE em córtex cerebral de ratos. Por outro lado, a 
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administração crônica de prolina não alterou esse parâmetro. Considerando que a 

BuChE é considerada um marcador periférico do sistema colinérgico central, nesse 

trabalho também verificamos o efeito da prolina sobre a atividade da BuChE sérica. A 

adminstração aguda de prolina aumentou significativamente a atividade da BuChE 

em soro de ratos e a administração crônica desse aminoácido não alterou esse 

parâmetro. Esse resultado pode ser interpretado como um mecanismo compensatório 

ocorrido devido à diminuição da hidrólise da acetilcolina, uma vez que a atividade da 

AChE está reduzida. Corroborando com nossos dados, relatos da literatura mostram 

que na doença de Alzheimer avançada a atividade da AChE está reduzida, em 

contraste com a atividade de BuChE, que está aumentada (Perry et al, 1978; 

Giacobini, 2003). Considerando que a administração crônica de prolina não alterou a 

atividade de ambas as enzimas analisadas, sugere-se que a presença de prolina faz-

se necessária para tais ações, visto que na administração aguda os animais foram 

sacrificados 1h após a injeção e no tratamento crônico os animais foram sacrificados 

12h após a última injeção de prolina, quando os níveis desse aminoácido já haviam 

retornado aos valores normais.  

Com o objetivo de investigar um dos possíveis mecanismos envolvidos na 

inibição da atividade da AChE, também verificamos o efeito do pré-tratamento crônico 

(7 dias) com as vitaminas E e C ou somente com a vitamina E e o tratamento agudo 

com a vitamina E, ácido ascórbico, L-NAME e melatonina sobre o efeito inibitório da 

hiperprolinemia aguda sobre a atividade da AChE. Ambos os tratamentos foram 

capazes de prevenir a redução observada na atividade da AChE causada pela 

administração de prolina. Em relação à administração aguda dos antioxidantes 
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citados acima e do L-NAME, todos preveniram a inibição da atividade da AChE 

causada pela prolina. Esses resultados estão em concordância com outros achados 

reportados na literatura, indicando que a atividade da AChE é reduzida por radicais 

livres e prevenida por antioxidantes (Tsakiris et al., 2000; Melo et al., 2003).  

  A melatonina, um dos antioxidantes utilizado em nossa pesquisa, possui 

propriedades lipofílicas e hidrofílicas, se difunde amplamente nos compartimentos 

celulares e é relatada como um potente “scavenger” de radicais livres, sendo 

considerada também um estimulador de muitas enzimas antioxidantes (Reiter, 1999). 

O L-Name, um dos compostos utilizado, é um potente inibidor da enzima óxido nítrico 

sintase (NOS), a qual catalisa a conversão de arginina a óxido nítrico e citrulina (Law 

et al., 2001). 

Evidências mostram que além do estresse oxidativo, o déficit energético 

também está associado aos mecanismos fisiopatológicos de várias desordens que 

afetam o SNC, incluindo as doenças neurodegenerativas (Reznick e Packer, 1993; 

Andersen et al., 1997; Chinta e Andersen, 2006; Onyango e Khan, 2006). Tendo em 

vista que o aumento dos níveis de radicais livres pode causar dano aos componentes 

mitocondriais e iniciar processos degradativos (Cadenas e  Davies, 2000),  que a 

COX, um importante marcador do metabolismo aeróbico, é inibida por radicais livres 

(Cadenas e Davies, 2000; Sharpe e Cooper, 1998) e considerando que a prolina 

induz o estresse oxidativo (Delwing et al., 2003b,c) e causa alterações no estado 

redox da célula (Phang et al., 2001), o propósito dessa etapa de nossos estudos foi 

investigar os efeitos in vivo (agudo e crônico) e in vitro da prolina sobre a atividade da 

enzima COX em córtex cerebral de ratos de 29 e 60 dias. A influência das vitaminas 
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E e C sobre os efeitos provocados pela administração aguda e crônica de prolina foi 

também avaliada com o intuito de investigar a participação do estresse oxidativo 

sobre tais efeitos.  

Nossos resultados mostraram que a administração aguda de prolina reduziu a 

atividade da COX em córtex cerebral de ratos de 29 e 60 dias de idade, indicando 

que a prolina compromete o funcionamento da CR. Em adição, mostramos que a 

administração crônica de prolina também reduziu esse parâmetro em ratos de 29 

dias, mas em contraste, não alterou a atividade desse complexo em ratos de 60 dias. 

Analisando esses dados, podemos sugerir que a inibição da COX depende da 

presença da prolina, uma vez que a redução da atividade do complexo somente 

ocorreu 12h após a administração de prolina e não ocorreu quando o tratamento com 

prolina foi interrompido por 30 dias (ratos de 60 dias). 

Em relação aos experimentos in vitro, os resultados mostraram que a adição de 

diferentes concentrações de prolina (3,0 µM – 1,0 mM) ao ensaio enzimático não 

alterou a atividade da COX em ratos de 29 e 60 dias de idade, sugerindo que esse 

efeito pode ser causado por metabólitos secundários e não pela interação direta do 

aminoácido com a enzima. 

Estudos indicam que a inibição na atividade da COX ou de qualquer outro 

complexo da CR pode potencialmente conduzir a uma incompleta redução do 

oxigênio e, consequentemente, ao aumento da formação de radicais livres e 

diminuição da síntese de ATP (Bose et al., 1992; Milatovic et al., 2001; Gupta et al., 

2002). Nesse cenário, a literatura aponta a vitamina E como um antioxidante 

essencial para o cérebro, fundamental para a respiração mitocondrial eficiente 
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(Vatassery, 1998; Vatassery et al., 2004) e, recentemente, tem-se sugerido que a 

vitamina E possa ter um papel específico na manutenção da fosforilação oxidativa 

(Vatassery et al., 2004).  

Nossos resultados mostraram que o pré-tratamento com as vitaminas E e C 

preveniu o déficit do metabolismo energético (redução da COX) causado pela 

administração aguda de prolina em ratos de 29 e 60 dias. Esses dados sugerem que 

radicais livres removidos pelas vitaminas E e C estão provavelmente envolvidos nos 

efeitos causados pela prolina sobre esse parâmetro do metabolismo energético 

cerebral. Nossos resultados também mostraram que a administração dos 

antioxidantes concomitantemente ao tratamento crônico com prolina foi capaz de 

prevenir a redução causada pela prolina na atividade da COX. Confirmando nossa 

hipótese, os resultados mostram que o estresse oxidativo possivelmente está 

envolvido na ação desse aminoácido sobre o complexo analisado. Assim, é possível 

que o déficit no metabolismo energético e o estresse oxidativo produzido pela prolina 

possam agir sinergicamente, cooperando para o dano cerebral observado na 

hiperprolinemia tipo II.  

Dando continuidade aos nossos estudos e considerando que a prolina pode 

potencializar a ação do glutamato (Nadler, 1987, Nadler et al., 1992; Fremeau et al., 

1992; Renick et al., 1999) e que a excitotoxicidade glutamatérgica tem sido associada 

com a patogênese de várias desordens agudas e crônicas que afetam o SNC, como 

epilepsia, isquemia e doença de Alzheimer (Meldrum, 1994, 2000; Bradford, 1995; 

Chapman, 2000; Maragakis e Rothstein, 2001, 2004), primeiramente, o objetivo dessa 
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etapa do trabalho foi investigar os efeitos in vitro e in vivo (agudo) da prolina sobre a 

captação do glutamato em fatias de córtex cerebral e hipocampo de ratos. 

Os resultados mostraram que a adição de prolina ao ensaio enzimático foi capaz 

de reduzir a captação do glutamato em fatias de córtex cerebral, nas concentrações 

de 30,0 µM e 1,0 mM (prolina), bem como em fatias de hipocampo de ratos, porém 

somente na concentração de 1,0 mM (prolina), sugerindo um efeito promovido pela 

interação direta da prolina sobre a captação do glutamato. Tendo em vista que a 

prolina in vitro diminuiu a captação do glutamato em fatias de córtex cerebral e 

hipocampo de ratos, avaliamos o efeito da administração aguda de prolina sobre o 

mesmo parâmetro. Verificamos que a administração aguda reduziu significamente a 

captação do glutamato em fatias de córtex cerebral de ratos, mas não alterou a 

captação do glutamato em fatias de hipocampo, sugerindo um efeito causado pela 

interação direta da prolina e/ou ocasionado por metabólitos secundários. Sabendo 

que a captação do glutamato por astrócitos é o principal processo envolvido na 

neuroproteção contra a excitotoxicidade glutamatérgica, por reduzir as concentrações 

extracelulares de glutamato (Chen e Swanson, 2003), o efeito inibitório causado pela 

prolina sugere que esse aminoácido possui propriedades tóxicas que interferem na 

captação do glutamato. 

Uma vez que a literatura relata que os radicais livres são altamente reativos e 

podem inibir a captação do glutamato em cultura de astrócitos (Danbolt, 2001) e que 

a prolina induz o estresse oxidativo (Delwing et al., 2003b,c), também investigamos 

se o pré-tratamento com as vitaminas E e C seria capaz de prevenir a redução na 

captação do glutamato em fatias de córtex cerebral de ratos causada pela 
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hiperprolinemia aguda. Nossos resultados mostraram que esses antioxidantes 

quando administrados simultaneamente per se reduziram a captação do glutamato 

em vez de prevení-la. Baseado nesses resultados, na tentativa de descobrir se essa 

redução foi causada por apenas um dos antioxidantes usados e também com a 

intenção de investigar se esses antioxidantes quando administrados isolados seriam 

capaz de prevenir a redução causada pela prolina sobre o parâmetro estudado, 

também verificamos o efeito do pré-tratamento com vitamina E e vitamina C 

isoladamente. Os resultados mostraram que o pré-tratamento com vitamina E reduziu 

a captação do glutamato em fatias de córtex cerebral e não preveniu a redução desse 

parâmetro causada pela administração de prolina. Em contraste, o pré-tratamento 

com vitamina C não alterou a captação do glutamato, mas também não foi capaz de 

prevenir a redução desse parâmetro causada pela prolina, sugerindo que a redução 

da captação do glutamato provavelmente não foi causada por radicais livres 

removidos pelas vitaminas E e C. 

Considerando que a Na+,K+-ATPase é uma enzima responsável pela geração do 

potencial de membrana através do transporte ativo dos íons Na+ e K+, os quais são 

necessários para a manutenção da excitabilidade neuronal bem como pelo controle 

do volume celular (Wheller et al., 1975; Erecinska e Silver, 1994; Erecinska et al., 

2004), que a prolina reduz a atividade dessa enzima em hipocampo de ratos (Pontes 

et al., 2001) e que a captação do glutamato é dependente de Na+ (Danbolt, 2001), 

nosso próximo objetivo foi investigar o efeito da administração aguda de prolina e o 

efeito do pré-tratamento com antioxidantes (vitaminas E e C) sobre a atividade da 

Na+,K+-ATPase em córtex cerebral de ratos. Os resultados mostraram que a 
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administração aguda de prolina reduziu a atividade da enzima e que os antioxidantes 

utilizados preveniram tal efeito. Esses achados sugerem que o estresse oxidativo 

esteja provavelmente envolvido nos efeitos elicitados pela prolina sobre o parâmetro 

analisado. Nossos resultados sugerem que a redução da captação do glutamato por 

células gliais não foi mediada pela inibição na atividade da Na+,K+-ATPase causada 

pela prolina, uma vez que os antioxidantes preveniram esse efeito. Provavelmente a 

redução da captação do glutamato foi causada por outras espécies reativas, tais 

como o óxido nítrico, visto que a prolina ativa receptores NMDA. 

A fim de dar continuidade aos nossos estudos e ampliar nosso campo de 

pesquisa, e considerando que as enzimas NTPDase e 5’-nucleotidase estão 

amplamente distribuídas no cérebro (Bonan et al., 1998), nosso próximo objetivo foi 

avaliar os efeitos in vivo (agudo e crônico) e  in vitro da prolina sobre a atividade das 

enzimas NTPDase e 5’-nucleotidase em sinaptossomas obtido de córtex cerebral de 

ratos. 

Nossos resultados mostraram que a administração aguda de prolina reduziu 

significativamente a hidrólise do ATP, mas não alterou a hidrólise dos nucleotídeos 

ADP e AMP em sinaptossomas de córtex cerebral de ratos. Resultados similares 

foram encontrados após a administração crônica de prolina, onde verificamos que 

somente ocorreu redução da hidrólise do nucleotídeo ATP. Em relação à adição de 

prolina ao ensaio enzimático (estudos in vitro), observamos que a prolina não alterou 

as atividades das enzimas envolvidas na hidrólise dos nucleotídeos. Considerando 

que a redução da hidrólise do ATP ocorreu somente após a administração aguda e 

crônica de prolina, podemos sugerir que esse foi um efeito indireto e que não foi 
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ocasionado pela interação direta da prolina com a enzima envolvida. Não sabemos os 

mecanismos pelos quais a administração de prolina reduz a atividade da NTPDase, 

mas considerando que a adição de prolina ao meio de incubação  (estudo in vitro) 

não alterou a hidrólise do ATP, podemos sugerir que metabólitos secundários da 

prolina, assim como o ∆1-pirrolino-5-carboxilato, possa estar envolvido nesses efeitos.  

Corroborando com nossos resultados, estudos realizados em nosso laboratório 

mostraram que outros aminoácidos acumulados em EIM também alteram a atividade 

das enzimas responsáveis pela hidrólise dos nucleotídeos. A fenilalanina reduz a 

atividade da NTPDase em sinaptossomas de córtex cerebral de ratos (Wyse et al., 

1994, 1995), a administração de homocisteina altera a atividade das enzimas 

envolvidas na hidrólise dos nucleotídeos em cérebro e soro de ratos (Böhmer et al., 

2004) e a infusão intracerebroventricular de arginina reduz a atividade das enzimas 

NTPDase e 5’-nucleotidase em sinaptossomas de hipocampo de ratos (Delwing et al., 

2007). Além disso, relatos da literatura mostram que alterações na atividade das 

enzimas NTPDase e 5’-nucleotidase parecem estar relacionadas a desordens 

neurológicas, tais como a isquemia cerebral (Schetinger et al., 1998).   

Estudos bioquímicos citam os nucleotídeos de adenina como uma importante 

fonte de adenosina extracelular (Battastini et al., 1995; Cunha et al., 2001; Dunwiddie 

e Masino, 2001). A concentração de nucleotídeos presentes em um determinado 

meio biológico é o resultado do equilíbrio existente entre a liberação desses 

nucleotídeos e seu metabolismo através de nucleotidases apropriadas. Nesse 

contexto, no SNC, os tri- e difosfonucleotídeos são degradados por três enzimas da 

família das NTPDases, denominadas NTPDase 1, 2 e 3 (Kegel et al., 1997; Smith e 
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Kirley, 1998; Wang et al., 1997). A NTPDase 1 hidrolisa ATP e ADP igualmente bem, 

sendo a proporção de hidrólise de 1:1 (Kaczmarek et al., 1996; Wang e Guidotti, 

1996; Zimmermann, 2001) enquanto que a NTPDase 2 tem uma preferência maior 

pela hidrólise do ATP do que ADP, sendo a proporção de hidrólise de 30:1. Por outro 

lado, a NTPDase 3 apresenta propriedades funcionais intermediárias entre a 

NTPDase1 e a NTPDase 2 e hidrolisa o ATP em uma velocidade aproximadamente 

três vezes maior que o ADP (Mateo et al.,1999; Smith e Kirley, 1998). Baseado 

nessas informações e analisando nossos resultados, podemos sugerir que a enzima 

envolvida na hidrólise dos nucleotídeos adenínicos em sinaptossomas de córtex 

cerebral de ratos hiperprolinêmicos é a NTPDase 2, visto que a administração aguda 

e crônica de prolina reduziu a hidrólise do ATP, mas não alterou a hidrólise dos 

demais nucleotídeos. 

Tem sido demonstrado na literatura que a adenosina é, de fato, 

consensualmente reconhecida como uma substância muito importante para a 

homeostasia das células do SNC. A adenosina é um nucleosídeo endógeno que 

apresenta papel fundamental na regulação da excitabilidade neuronal e estudos 

mostram que possui papel importante na modulação da plasticidade sináptica em 

ratos (De Medonça e Ribeiro, 1997; Dunwiddie e  Masino, 2001). Além disso, a 

adenosina também é considerada um neuromodulador endógeno que apresenta 

propriedades anticonvulsivante e neuroprotetora (Dunwiddie e  Masino, 2001; Latini e 

Pedata, 2001).  

Nesse capítulo nossos resultados mostraram que a prolina reduziu a hidrólise do 

ATP, o que provavelmente contribuiu para o aumento dos níveis de ATP. Sabendo 
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que o ATP é um importante neurotransmissor excitatório no SNC, a inibição da 

hidrólise do ATP causada pela administração de prolina pode prejudicar uma série de 

processos relacionados com a excitabilidade cerebral e esse pode ser, pelo menos 

em parte, um dos mecanismos responsáveis pela disfunção neurológica apresentada 

por pacientes hiperprolinêmicos. 

Além dos sintomas neurológicos da doença observados em muitos pacientes 

hiperprolinêmicos (Phang et al., 2001), dados da literatura mostram que a prolina 

provoca alterações no sistema cardiovascular (Takemoto, 2004). Considerando esse 

fato e sabendo que a razão nucleotídeos/nuleosídeo na circulação pode apresentar 

algumas mudanças, as quais podem evocar respostas tanto no sistema circulatório 

quanto no SNC e que a administração de prolina reduziu a hidrólise do ATP em 

sinaptossomas de córtex cerebral de ratos (Delwing et al., 2007), o próximo objetivo 

do nosso trabalho foi investigar os efeitos in vivo (agudo e crônico) e in vitro da 

prolina sobre a hidrólise do ATP, ADP e AMP em soro de ratos.  

Os resultados mostraram que a administração aguda de prolina reduziu 

significativamente a hidrólise do ATP e do ADP em soros de ratos, mas não alterou a 

hidrólise do AMP, sugerindo que esses efeitos possam estar ocorrendo através de 

metabótitos secundários e/ou através da interação direta da prolina com as enzimas 

envolvidas. Esses resultados estão em concordância com outros experimentos 

realizados, onde se verificou que aminoácidos como a fenilalanina (Wyse et al., 1994) 

e a arginina (Delwing et al., 2005) reduziram a atividade da NTPDase em soro de 

ratos. De acordo com nossos resultados, a administração crônica de prolina não 

alterou a hidrólise dos nucleotídeos testados, sugerindo que a presença de prolina é 
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necessária para essa ação, uma vez que na administração aguda os animais foram 

sacrificados 1h após a injeção e no tratamento crônico os animais foram sacrificados 

somente 12h após a última injeção, provavelmente quando os níveis de prolina já 

haviam retornado ao normal.    

A próxima etapa desse estudo foi verificar se os animais sacrificados 3h ou 12h 

após a administração aguda de prolina ou 3h após a administração crônica de prolina 

apresentariam alterações na hidrólise dos nucleotídeos. Os resultados mostraram que 

animais sacrificados 3h ou 12h após a administração aguda de prolina não 

apresentaram alterações na hidrólise dos nucleotídeos, o que explica porque o 

tratamento crônico com prolina não alterou os parâmetros avaliados, novamente 

sugerindo que os altos níveis de prolina são essenciais para essa ação. Por outro 

lado, animais sacrificados 3h após a última injeção de prolina (administração crônica) 

apresentaram redução significativa na hidrólise do ATP e do ADP, demonstrando um 

efeito causado pela presença de prolina associado a um efeito indireto da prolina em 

longo prazo.    

Demonstramos também nesse estudo que a adição de 1,0 mM de prolina ao 

meio (in vitro) aumentou a hidrólise do ATP, ADP e AMP, sugerindo que a prolina 

interage diretamente com as enzimas NTPDase e 5’-nucleotidase, o que resulta no 

aumento de suas atividades. Analisando os resultados obtidos, podemos sugerir que 

a enzima envolvida na hidrólise dos nucleotídeos adenínicos é a NTPDase 1 (também 

conhecida como CD39, ecto-apirase, ecto-ATP difosfoidrolase), uma vez que essa 

hidrolisa ATP e ADP igualmente bem, sendo a proporção de hidrólise de 1:1 

(Zimmermann, 2001; Oses et al., 2004).  
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Adicionalmente, foi demonstrado que a estimulação elétrica de nervos 

simpáticos provoca a liberação de nucleotidases solúveis que estão envolvidas na 

completa degradação do ATP até adenosina (Todorov et al., 1997). As NTPDases 

possuem papel fundamental na manutenção das condições fisiológicas; regulando a 

função cardíaca, a secreção hormonal, as respostas imunes, a neurotransmissão e a 

agregação plaquetária; através da modulação dos níveis de nucleotídeos no soro 

(Marcus et al., 1997; Todorov et al., 1997; Chadwick e Frischauf, 1998; Gayle et al., 

1998; Burnstock e Williams, 2000).  

Considerando o papel do ATP no sistema vascular como vasoconstrictor e o 

papel do ADP na agregação plaquetária (Ralevic e Burnstock, 2003), que a prolina 

causa alterações no sistema cardiovascular (Takemoto, 2004) e que nossos 

resultados mostraram que a prolina altera a hidrólise dos nucleotídeos, pode-se 

postular que pacientes hiperprolinêmicos não tratados possam apresentar alguns 

tipos de problemas circulatórios, sugerindo dessa forma, que a determinação da 

atividade da NTPDase em soro possa ser um dos parâmetros utilizados para a 

caracterização da doença. 

Dando continuidade aos nossos estudos e considerando que os pacientes 

hiperprolinêmicos usualmente apresentam um grau variável de retardo mental e 

outros sintomas neurológicos (Phang et al., 2001), que a hiperprolinemia crônica 

induz o estresse oxidativo cerebral (Delwing et al., 2003b,c) e provoca déficit de 

memória em ratos (Bavaresco et al., 2005) e que o estresse oxidativo pode estar 

associado ao déficit cognitivo, investigamos o efeito do tratamento com vitaminas E e 

C sobre a performance cognitiva dos ratos submetidos à administração crônica de 
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prolina. Para esse estudo utilizamos a tarefa do labirinto aquático de Morris que nos 

permite avaliar a memória espacial e a memória de trabalho em ratos. 

De acordo com D´Hooge e De Deyn (2001) o labirinto aquático de Morris é uma 

tarefa adequada para avaliar a cognição em ratos. Na primeira fase da tarefa, durante 

um período adequado de dias de treinamento, os animais aprendem, guiados por 

pistas colocadas nas paredes da sala (mapeamento ou estratégia espacial), o local 

da plataforma de escape. Os resultados mostraram que os ratos submetidos a 

administração crônica de prolina apresentaram um déficit na fase de aquisição da 

tarefa, demorando mais tempo para encontrar a plataforma de escape durante os dias 

de treinamento. No dia do teste, os ratos hiperprolinêmicos demoraram mais tempo 

para cruzar o local da plataforma e o número de vezes que esses passaram pelo local 

da plataforma foi reduzido em relação aos ratos controles. Por outro lado, o tempo em 

que permaneceram no quadrante alvo onde estava localizada a plataforma de escape 

e o tempo em que permaneceram no quadrante oposto ao da plataforma não alterou. 

Interessantemente, o concomitante tratamento com as vitaminas E e C foi capaz de 

prevenir os efeitos causados pela administração crônica de prolina. 

De acordo com os resultados, a administração crônica de prolina também 

alterou a memória de trabalho, tarefa responsável pela avaliação da memória de curta 

duração. Nessa etapa, os ratos cronicamente tratados com prolina apresentaram 

maior latência para encontrar a posição da plataforma no terceiro e no quarto dia de 

estudo. Os resultados apresentados por esses em relação ao primeiro e segundo dia 

foram semelhantes aos observados nos demais grupos. Esses resultados foram 

prevenidos pela administração concomitante de vitaminas E e C durante o tratamento 
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crônico com prolina. Acreditamos que a hiperprolinemia tipo II causa um déficit na 

memória espacial e na memória de trabalho, independente das habilidades motoras 

do animal, uma vez que não foram encontradas alterações na velocidade do nado.  

Existem evidências de que o estresse oxidativo e as EAO parecem estar 

envolvidas na modulação dos mecanismos de memória e aprendizado (Abidin et al., 

2004; Bickford et al., 2000; Cantuti-Castelvetri et al., 2000; Silva et al., 2004). Esses 

têm sido propostos a serem os maiores contribuintes da disfunção neurológica 

presente em muitas doenças neurodegenerativas (Bergendi et al., 1999). 

Corroborando com esses dados, estudos apontam que a vitamina E melhora a função 

cognitiva em pacientes com radionecrose no lobo temporal (Chan et al., 2004) e que 

a vitamina E pode ser benéfica na redução do déficit cognitivo presente em pacientes 

com a doença de Alzheimer (Mecocci et al., 2004). 

Confirmando nossa hipótese, os resultados mostraram que a co-administração 

de vitaminas E e C durante o tratamento crônico com prolina preveniu as ações da 

prolina, sugerindo que o estresse oxidativo provavelmente esteja contribuindo para o 

déficit de memória apresentado por esses animais. Esses resultados estão em 

concordância com outros experimentos realizados em nosso grupo de pesquisa, onde 

verificou-se que a administração dessas vitaminas preveniu o prejuízo na memória 

causado pela hiperhomocisteinemia  (Reis et al., 2002). De acordo com os nossos 

resultados, o desequilíbrio entre a produção de radicais livres e as defesas 

antioxidantes causado pela administração de prolina pode estar contribuindo para o 

prejuízo na memória encontrado nesse trabalho.      
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Embora pouco se conheça sobre os mecanismos responsáveis pelo dano 

cerebral apresentado por pacientes hiperprolinêmicos, nosso trabalho mostrou que a 

prolina reduziu a atividade da AChE e aumentou a atividade da BuChE. Verificamos 

também que a administração de prolina comprometeu o metabolismo energético 

cerebral, uma vez que houve redução na atividade da enzima citocromo c oxidase. 

Além disso, também observamos que a prolina reduziu a captação do glutamato e a 

atividade da Na+,K+-ATPase. Os efeitos relatados provavelmente ocorreram pela 

geração de radicais livres, visto que antioxidantes importantes como as vitaminas E e 

C preveniram tais efeitos, exceto a redução da captação do glutamato, que 

provavelmente foi mediada por radicais livres que não são removidos por esses 

antioxidantes. Corroborando com essa hipótese, a administração de vitaminas E e C 

também preveniu o déficit de memória e as alterações causadas pela prolina sobre 

vários parâmetros de estresse oxidativo, como o aumento da quimioluminescência, a 

redução do TRAP e as alterações nas atividades das enzimas antioxidantes CAT e 

GSH-Px. Cabe ressaltar que o L-NAME e melatonina também preveniram a ação da 

prolina causada sobre a AChE.  

Também mostramos nesse trabalho que a prolina alterou a hidrólise de 

nucleotídeos adenínicos em sinaptossomas de córtex cerebral e em soro de ratos. 

 De um modo geral, nossos resultados em conjunto, mostram que a 

hiperprolinemia tipo II causa uma série de alterações bioquímicas, as quais podem 

contribuir para as disfunções neurológicas características da doença. Além disso, se 

esses resultados forem confirmados em humanos, poderíamos sugerir que a 

suplementação com antioxidantes (vitaminas E e C) possa ser utilizada como uma 
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estratégia terapêutica no tratamento de alguns sintomas associados à 

hiperprolinemia. 
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V. CONCLUSÕES 

 

A administração aguda de prolina:  

• Reduziu a atividade da enzima AChE em córtex cerebral de ratos de 29 dias e 

aumentou a atividade da enzima sérica BuChE. 

• Reduziu a atividade da enzima COX em córtex cerebral de ratos de 29 e 60 dias. 

• Reduziu a captação do glutamato observada em fatias de córtex cerebral de ratos 

de 29 dias. 

• Reduziu a atividade da enzima Na+,K+-ATPase em córtex cerebral de ratos de 29 

dias.  

• Reduziu significativamente a hidrólise do ATP em sinaptossomas de córtex cerebral 

de ratos de 29 dias, em contraste, não alterou a hidrólise dos nucleotídeos ADP e 

AMP. 

• Reduziu significativamente a hidrólise do ATP e do ADP em soro de ratos de 29 

dias sacrificados 1h após a injeção de prolina, mas não alterou a hidrólise do 

nucleotídeo AMP.    

• Não alterou a hidrólise dos nucleotídeos ATP, ADP e AMP em soro de ratos de 29 

dias sacrificados 3h ou 12h após a administração de prolina. 
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A administração crônica de prolina:  

• Não alterou a atividade das enzimas AChE em córtex cerebral e BuChE sérica em 

ratos de 29 dias. 

• Reduziu a atividade da enzima COX em córtex cerebral de ratos de 29 dias, mas 

não alterou esse parâmetro em ratos de 60 dias. 

• Reduziu significativamente a hidrólise do ATP em sinaptossomas de córtex cerebral 

de ratos de 29 dias, porém, não alterou a hidrólise dos nucleotídeos adenínicos ADP 

e AMP. 

• Reduziu significativamente a hidrólise dos nucleotídeos ATP e ADP em soro de 

ratos de 29 dias sacrificados 3h após a última injeção de prolina, mas não alterou a 

hidrólise dos nucleotídeos quando os ratos foram sacrificados 12h após a última 

injeção de prolina. 

 

A adição de prolina ao ensaio enzimático: 

• A adição de diferentes concentrações de prolina (3,0 µM - 1,0 mM) no meio de 

incubação não alterou a atividade da enzima COX em córtex cerebral de ratos de 29 

e 60 dias.  

• A adição de prolina ao ensaio enzimático reduziu a captação do glutamato em fatias 

de córtex cerebral e hipocampo de ratos de 29 dias. 

• A adição de diferentes concentrações de prolina (3,0 µM - 1,0 mM) ao meio de 

incubação não alterou a hidrólise dos nucleotídeos adenínicos (ATP, ADP e AMP) em 

sinaptossomas de córtex cerebral de ratos de 29 dias. 
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• A adição de prolina ao ensaio enzimático aumentou significativamente a hidrólise do 

ATP, ADP e AMP em soro de ratos. 

 

Pré-tratamento e tratamento com vitaminas E e C: 

• Preveniu o aumento da quimiluminescência e a redução do TRAP causados pela 

administração aguda de prolina. 

• Preveniu a redução da CAT causada pela administração aguda de prolina e o 

aumento da CAT e a redução da GSH-Px causados pela administração crônica de 

prolina. 

• O pré-tratamento com vitaminas E e C combinadas, bem como o pré-tratamento 

com vitamina E isolada preveniu a redução da atividade da AChE causada pela 

administração aguda de prolina.  

• O tratamentro crônico com vitaminas E e C preveniu o déficit de memória espacial e 

de memória de trabalho, observados no labirinto aquático de Morris, causado pela 

administração crônica de prolina. 

• O pré-tratamento com vitaminas E e C preveniu a redução causada pela 

administração aguda de prolina sobre a atividade da COX em córtex cerebral de ratos 

de 29 e 60 dias e o tratamentro crônico com vitaminas E e C concomitante a 

administração crônica de prolina preveniu a redução da COX observada em córtex 

cerebral de ratos de 29 dias. 
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• O pré-tratamento com vitaminas E e C combinadas, bem como o pré-tratamento 

com vitamina E ou com vitamina C isoladas não preveniu a redução da captação do 

glutamato causada pela administração aguda de prolina. 

• O pré-tratamento com vitaminas E e C preveniu a redução da atividade da Na+,K+-

ATPase causada pela administração aguda de prolina. 

 

Administração aguda de vitamina E, vitamina C, melatonina e L-NAME: 

• Todos os antioxidantes citados e o L-NAME foram capazes de prevenir a redução 

da atividade da AChE causada pela administração aguda de prolina.  

 

Os resultados do presente trabalho em conjunto, mostram que a hiperprolinemia 

tipo II causa uma série de alterações neuroquímicas, as quais podem contribuir para 

as disfunções neurológicas características da doença. Além disso, se esses 

resultados forem confirmados em humanos, poderíamos sugerir que a suplementação 

com antioxidantes (vitaminas E e C) possa ser utilizada como uma estratégia 

terapêutica no tratamento de alguns sintomas associados à hiperprolinemia. 
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ESQUEMA RESUMIDO DOS RESULTADOS OBTIDOS 

 

1. Administração in vivo e in vitro da prolina sobre alguns parâmetros bioquímicos 

                                                      AGUDO                       CRÔNICO             IN VITRO                                 

AChE (29 dias)                                                                         - 

BuChE (29 dias)                                                                       -  

COX                                                     29 e 60 dias             29 dias                        - 

Captação glutamato (29 dias)              córtex cerebral                                      hipocampo e 

                                                                                                                        córtex cerebral 

Na+,K+-ATPase (29 dias) 

Hidrólise de nucleotídeos                     ATP e ADP              ATP e ADP           ATP,ADP,AMP   
        (soro)(29 dias)                                                       3h após última inj. 
                                                                                      
Hidrólise de nucleotídeos                                                                                         
(sinaptossomas de córtex                     ATP                          ATP                            - 
 cerebral) (29 dias) 
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2. Utilização de antioxidantes sobre as alterações causadas pela prolina em alguns 

parâmetros bioquímicos e comportamentais 

         

                                   PRÉ- TRATAMENTO    TRATAMENTO CRÔNICO   ADMINISTRAÇÃO 
                                         (VIT. E e C)                          (VIT. E e C)                        AGUDA                       
                                                                                                                                Vit. E, C,  
                                                                                                                     L-NAME, melatonina      
 

Quimiluminescência             preveniu 

TRAP                                    preveniu 

CAT                                      preveniu                         preveniu 

GSH-Px                                                                       preveniu 

AChE                                    preveniu                                                                   preveniram 

Déficit memória                                                            preveniu 

COX                                     preveniu                           preveniu 

Captação glutamato          não preveniu 

Na+,K+-ATPase                    preveniu 
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VI. PERSPECTIVAS 

 

1) Verificar a captação de glicose e a liberação de lactato em cérebro de ratos de 29 

dias de idade submetidos à administração aguda e crônica de prolina; 

2) Verificar as atividades das enzimas da cadeia respiratória: NADH-CoQ 

oxidorredutase (complexo I), succinato DCIP oxidorredutase ( complexo II)  e 

succinato: fenazina oxidorredutase (succinato desidrogenase solúvel – SDH), 

succinato:citocromo c oxidorredutase (complexo II + CoQ + complexo III) e 

NADH:citocromo c oxidorredutase (complexo I + CoQ + complexo III) em cérebro de 

ratos de 29 dias de idade submetidos à administração aguda e crônica de prolina; 

3) Verificar a produção de CO2 a partir de glicose em cérebro de ratos de 29 dias de 

idade submetidos à administração aguda e crônica de prolina; 

4) Verificar o efeito da administração aguda e crônica de prolina sobre a atividade da 

enzima creatinaquinase em cérebro de ratos de 29 dias de idade; 

5) Investigar o efeito do pré-tratamento com vitaminas E e C sobre as possíveis 

alterações no metabolismo energético causadas pela administração aguda e crônica 

de prolina. 
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