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I- INTRODUCAO

A ANIDRASE CARBONICA, AC, (EC 4.2.1.1) & uma metaloenzima que
contém um &tomo de zinco na sua conformagio e esta presente em varias
espécies, desde bactérias e algas até vertebrados superiores (Carter,
1972), mostrando grande diversidade de distribui¢do celular e multipli-
cidade de fun¢bes. O peso molecular da ANIDRASE CARBGNICA (AC), wvaria
nas diferentes espécies. Na espécie humana € de, aproximadamente, 30.000
daltons, podendo atingir até 180 .200 daltons em espécies vegetais. N AC,
que € uma das enzimas de mais alta atividade (Carter, 1972), estda dis-
tribuida em varios tecidos humanos, sendo detectada nas hemdcias, cére-
bro, figado, testiculos, pancreas, bago, mucosas gastrica e intestinal,
dtero, saliva, plexo cordide, glandulas supra-renais, musculatura es-
triada e cardiaca (Davenport, 1946) e placenta (Kurata, 1933 ; Bleyl,
1964)), entre outros.

A mais alta concentracio dessa enzima (por volta de 1 a 2g de
AC por litro de células segundo Maren, 19467) estd presente nos eritro-
citos, onde, apds a hemoglobina, & a segunda proteina mais abundante
(Tashian e Nicholas, 1974).

A AC foi caracterizada, pela primeira vez, em células sangiii-
neas, em 1933, por dois grupos distintos, um da Universidade de Cambrid-
ge, tendo a2 frente o Dr. Meldrun e Dr. Roughton, e o outro, da Univer-
sidade da Filadélfia, com o Dr. Stadie e a Dra. Helen 0/Brien. Curiosa-
mente, o trabalho da Universidade de Cambridge tornou-se mais conhecido,
talvez por ter um titulo mais concisoc e, com certeza, por ter dado nome
2 enzima descrita (Dodgson, 1991). Um terceiro grupo, composto por Da-

venport et al., da Universidade de Oxford, identificou a presenca da AC



na mucosa gastrica (Carter, {%72).

1.4 AS ISOZIMAS da ANIDRASE CARBONICA: origem, estrutura, ativi-
dade enzimatica e inibidores

Foi na decada de sessenta, cnm‘n sparecimento das técnicas de
cromatografia, que as primeiras isozimas da AL foram separadas a partir
de eritrocitos. Hoje, passado mais de meio século da descoberta da AC,
conhecem-se 7 isozimas geneticamente distintas, mas similares estrutu-
ralmente, demonstrando propriedades cineticas e distribuigdo tecidual
caracteristicas (Tashian, 1989). Tais isozimas sdo representadas por al-
garismos romanos apos a abreviatura CA ( do inglés Carbonic Anhydrase),
havendo, pois, desde a CAI até a CAVII. As CAI, CAII e CAIIIl sdo isozi-
mas citoplasmiticas, a CAIV e ligada & membrana celular, a CAV ¢ mito-
condrial, a CAVI & uma enzima de secrecdo presente na saliva e a CAVII,
a ultima descrita, ¢ a isozima presente na glindula salivar (Dodgson,
1991) .

D sistéma das isozimas da AC tem estimulado muitas pesquisas
por ser um modelo bdsico de evolu¢io e expressio de genes derivados de
um ancestral comum. De fato, as isozimas da AC ja est3o presentes em
certas algas e bactérias, o que sugere ter a AC aumentado o valor adap-
tativo dos organismos primitivos, e ter, provavelmente, aparecido antes
do surgimento dos eucariontes, ha cerca de um bilh3o e meio de anos
atras (Tashian, 1989).

Durante a sua histdria evolutiva, os genes da AC das mais di-

ferentes especies passaram por etapas de multiplicag3o, que resultaram



em novos genes, com atuacao em processos bioldgicos t3o diversificados
como a calcificacdo, a fotossintese, a respiracio, o equilibrio acido-
bdsico, a reabsor¢io dssea, a forma¢3o do humor aquoso e do suco gastri-
co, a sintese da uréia, da glicose e de lipidios (Tashian, 1989).

Tashian atraves das sequiéncias de aminodcidos, construiu a fi-
logenia das isozimas da AC, obtendo a seguinte ordem evolutiva: CAI,
CALII, CAIII, CAVII, CAVI e CAIV, e suger}u que o gene da CAVI, divergiu
primeiro do ancestral original (Edwards, 1990).

Esse padrao evolutivo se reflete na distribuig3o cromossdmica
dos genes da AC dos mamiferos. Assim, os genes da CAI, CAII e CAIII de-
signados por (CAi), (CA2) e (CA3), estdo todos localizados no brago lon-

go do cromossomo B, na regifo qi3-22 (Davis et al., 1987 e Nakai et al.

1987). 0 gene da CAVI (CAé) foi mapeado na regido distal de braco longo
do crompssomo 1 (Sutherland et _al,.198%9), enquanto que o gene da CAVII
(CA7) foi localizado na regific q921-23 no cromossomo 14 (Tashian, 1989).

A tabela I, fornece a localizagdo cromossomica, a distribuicio
e a fungdo das isozimas da AC humana.

Como ja se pode ver, a AC desempenha diferentes papéis fisio-
ldgicos, muitd embora a reacdo catalisada por ela seja, preferencialmen-
te, a mesma, ou seja, a hidratagdo do COp e a desidratacio do acido car-
bonico. Além dessa reacdo, a AC ainda participa da hidratagdo de aldei-
dos (Pocker e Meany, 1945) e hidrolise de alguns ésteres (Tashian et al.
. 19464) .

0 substrato natural da AC é o COp, e a reac3o principal da AC

pode ser expressa por:

COz + HpO <(-—AC-—-> HpCOg <—-——--> H* + HCOgz~



Tabela 1

Localiza¢l80 cromossomica, distribuig3o e

funcio das isozimas da Anidrase Carbdnica

humana .

{ Adaptado de Tashian, 1989 )

Isczimas Posiclio @ Distribuiglo Fungllo
localizagio
tromossamica
CAIl Bq2? Epitelio de secregdn Hanutengdc da homeostase acido-
e absorgio. Tecido ds- basica, .:ansferéncia de ions,
seo e cerebral, olho, acidificagio renal, secre¢io
tigado, rim, glandulas gastrica, produgdo do suco pan-
calivares, pancreas, creatico, trocas gasosas e for-
estomago, utero e pagio do humor aquoso.
eritrocitos.
CAI 8q13 Eritrocitos, estomago, Provavelmente similar
Bq22 endotelio vascular, a CAII.
olho, glindulas saliva-
res, células adiposas.
CAILI Bqi3 Musculatura esqueleti- Facilita a difusao do
8922 ca (Tipol), glandulas COp e,talvez, a contra-
salivares, eritrdcitos, ¢3o muscular. Homeosta-
glandula prostatica, sg acido-basica.
pulmio, rim, testicutlo
e glindula wamiria.
CAIV (M Pulwio, rim e provavel-  Reabsorcdo de HCOy™ e
mente mucosa gastrointes transporte de HY e
tinal, figado. trocas gasosas.
CAV M Rim e tigado Produz HCO3 para glico-
génese e ciclo da ureéia
CAVI 1pt3s Giandulas salivares Regulaglo do pH da sali
(células acinares) va (%)
CAVII 146q21-23 Glandula salivar (?) {?)




Na reaclo in vitro, podemos ter camo substratos da AC, os eg-
teres acetato de alfa-naftila, o acetato de orto- ou para- nitrofenila
{(Verport et al..,1967), o acetaldeido (Pocker e Meany, 1945) e, ainda, a

csultona do acido 2-hidroxi S-nitro alfa tolueno sultdnico (Sanyal et al.

1983).

As isozimas citoplasmaticas da AC diferem significativamente
quanto a eficiéncia catalitica. Na maioria das vezes, considera-se a
isozima CAII como de " alta atividade ", a CAl como de ‘“baixa ativida-
de ", tendo a CAIII a atividade mais baixa em relagdo ao substrato natu-
ral Isso é comprovado pela diferenca de pardmetros cinéticos onde, enm
pH 8,8, a atividade da CAII €, aproximadamente, 7 vezes maior do gque a
da CAI (Tashian gt al.,1984).

A designacio de alta e baixa atividade nem sempre € apropria-
da, uma vez que suas atividades especificas podem variar com o substrato
utilizado. Por exemplo, a CAII tem atividade maior que a CAI quando o
substrato € o p-nitrofenilacetato (Verport gt al.,i1947), a sultona do
icido @2-hidroxi-S5-nitro-alfa-tolueno sulténico (Kaiser e Kwok-Wing,
19469), o acetaldeido (Pocker e Meany, 1965), e o substrate natural,
enquanto que.a CAI mostra maior atividade que a CAII com o o-nitrofeni-
lacetato (Verport et al,.,1947) e o beta naftil-acetato {Tashian, 1972).

As isozimas da AC mostram entre 28 a 59% de homologia nas se- -
quéncias de aminodcidos (cadeia simples com aproximadamente 260 aminoa-
cidos), sendo que a CAI e a CAIIl s3o as que mostram maior similitude.

Qs diferencas fundamentais entre elas est3o presentes no sitio
ativo, com a isozima CAl apresentando tr8s residuos de histidina nas po-
sicBes 64,67 e 200, a CAII His &4, Asn 67 e Thr 200 e a CAIII Lis 64,

Arg 67 e Arg 94 (Eriksson e Liljas, 1991), o que sugere ser a histidina-



a principal responsdave)l pelas diferencas cineticas entre essas isozimas
(Lindskog et _al ,1984), uma vez que esse residuc ¢ O responsavel pela
transferéncia intramolecular de prétons entre o sitioc ativo e as molécu-
tas do tampdo (Tu et al,, 1989).

As outras isozimas (CAIV, CAV e CAVI) apresentam composi¢do de
aminoacidos diferente das isozimas citoplasmiticas devido a sua capaci-
dade de se ligar 3 membrana e se relacionar com a secre¢do (Edwards,
1991)

Isozimas secundarias de cada uma delas podem ser formadas por
modificacbes na conformagio molecular (Headings e Tashian, 1971), por
desaminacio (Funakoshi e Deutsch, 1949) ou pela combina¢dao desses pro-
cessos (Bouthier et _al., 1973). Tashian e Osborne (1974) mostraram que a
isozima secundaria CAl-{ pode representar um estdgio do processo de de-
gradagio da CAIL.

A AC acelera a reag3o de hidratagao do COp em cerca de 250 ve-
zes e alguns passos dessa reagao sao fundamentais para que esse aumento
de velocidade ocorra. Um deles & a liga¢3o do COp com a molécula de Zntt
e o outro & a transferéncia intramolecular de protons da molecula de
ZnS* ligada a agua para o grupo transportador de protons (His 44) (Liang
et al, , 1988).

Em 194@, Mann e Keilin descobriram que as sulfonamidas atuavam
como inibidores da AC e, desde ent3o, foram descritos numerosos farmacos
com grande especificidade tecidual (Carter, 1972). Metais como o cobre,a
prata, o ouro, o ferro e o cobalto e diversos dnions inorgdnicos, caomo

os &nions iodeto, cloreto, cianeto e sulfeto s3c potentes inibidores da

AC (Maren, 1947}



A acetazolamida® € um inibidor da AC potente e especifica, exercendo
inibi¢3o do tipo nio-competitivo (Davis, 1941). Aqui é curioso lembrar
que a introduc3o de inibidores da AC em oftalmologia foi feita pela pri-
meira vez em 1954, com a finalidade de reduzir a formagdo do humor aquo-
so e, assim, diminuir a pressdo intraccular (Kass, 1989).

As isozimas citoplasmaticas mostram diferentes comportamentos
com relaglo a agdo dos inibidores. Assim, por exemplo, a CAII e mais
sensivel a inibig¢30 pela acetazolamida que a CAI (Maren gt al., 1976)
que, por sua vez, é mais sensivel a inibic3o por anions inorgidnicos,
tendo sido demonstrada a redugao de aproximadamente 924 da atividade da
tAl em concentragdes fisioldgicas de cloreto e bicarbonato (Maren, et
al.). Isso indicou, pois, que a CAIl possui outro papel fisiologico em
eritrocitos, que nao o da hidratacaoc do COp. Em recente trabalho publi-
cado por Dodgson gt 3l. (1988),porém, a CAl demonstrou fraca inibigao
pelo Cl- a 370C e, ainda, em eritrdcitos de pacientes deficientes de
CAII, a atividade foi 50% do normal, o que sugere ter a CAI, uma agao
efetiva nos eritrdocitos (Dodgson, 1991). A isoczima CAIll, por sua vez,
demonstra simimlaridade & €Al quanto a inibic¢30 por Anions inorgdnicos,
muito embora, seja menos sensivel a inibi¢3o pela acetazolamida que a

CAI {Sanyal, 1983).

» Diamox, laboratorics Merck Sharp-Dohme ,

utilizado clinicamente para a redugdo da pressdo intra-ocular.



I. o DISTRIBUICAD TECIDUAL da ANIDRASE CARBONICA

A distribui¢io das isozimas da AC ndoc é a mesma nos diferentes
tecidos, o <que mostra terem elas fungao particular em cada um deles
(Tashian et _al., i1984). De qualquer modo, existem técnicas de imuno-his-
toquimica e de inibi¢3o diferencial que permitem determinar a presenca
da AC em diferentes tecidos humancs, condi¢8o essencial para se avaliar
a potencialidade de defeitos produzidos pela deficiéncia da AC.

fApods a descoberta da presenga da AC em eritrocitos, detectou-
se essa enzima na mucosa gastrica (Davenport, 1944), sabendo-se atual-
mente, que ela € encontrada em todo o trato gastrointestinal, desde as
glandulas salivares até o cdlon, onde desempenha diversos papéis fisio-
logicos ({transporte, regulagio de pH intracelular ¢ absor¢i8o) (Swen-
son,19%1) .

Mo estomago ela participa de forma ativa no wecanismo de se-
cre¢io acida, estando presente em altas concentracbes nas células oxin-
ticas e também nas células epiteliais de superficie, sendo a CAII a iso-
zima principal (Swenson, 1991), realizando a neutraliza¢lo intracelular
e a hidratac3o do didxido de carbono, formando o dcido carbénico (Daven-
port et al,,1978). Devido a isso, muitos inibidores da AC sdo utilizados
no tratamento de dlcera gastrica, mas os resultados ainda s3o contradi-
torios (Swenson, 19%1).

Além das enzimas implicadas nos processos de digestao de pro-
teinas, gorduras e carboidratos, a secrecdo pancreatica exibe elevada
concentracﬁu de bicarbonato de sddio, que neutraliza o acide cloridrico
oriundb do estfBmago que chega ao duodeno. A AC, principalmente a CAII,

participa do mecanismo de secregaoc do bicarbonato de sodio nas células



@

dos dutos intercalares (Davenport et al., 1978). A isozima CAIV também
esta presente nas membranas (Carter gt al,,1990), encontrando-se a CAl
em quantidade menor do que a CAII (Swenson, 1991).

No intestino existem diferengas marcantes com relagdo ao con-
teido de AC. Assim, no jejuno, a quantidade de AC € baixissima, locali-
zando-se essa enzima principalmente na membrana basolateral das celulas
das criptas (Swenson, 1991), onde a cnn;entracﬁo de CAII é duas vezes
maior que a da CAI (Lonnerholm gt al., 1985). Mesmo com grande quantida-
de de acido carbbdnico sendo reabsorvida e os ions H* sendo secretados no
jejuno, o papel da AC ainda permanece obscuro (Turnenberg et al.,197@;
Swenson, 1991).

Do mesmo modo que no jejuno, a gquantidade de AC presente no
ileo € relativamente pequena, estando a concentragdo de CAI e CAII na
proporc3o 1,45:1 (Lonerholm et 3l., 1985). Esse 6rg3o possui uma consi-
deravel capacidade de alcalinizar o quimo intestinal. Desse modo, a se-
crecio de HCO3™ aparenta estar ligada a absor¢do de NaCl e a manutencao
de pH favoravel! a microflora normal do intestino baixo, mas, aqui tam-
bém, o papel exato da AC permanece controverso, ja que os dados relacio-
nados com a reabsor¢io de Na€l s3o consistentes, mas os que se relacio-
nam com a alcalinizacio luminal ndo o s3ao (Swenson, 1991).

No colon estdo presentes as isozimas CAI, CAII e CAIII, alem
da CAIV, descrita recentemente (Carter et al.,199@). O cdlon distal pos-
sui menos atividade de AC que o cdlon proximal e o ceco. A enzima esta
concentrada no epitélio de superficie e na porc¢do superior, onde sua
fungdo estd relacionada com a reabsor¢3o do NaCl (Swenson, 1991).

No figado a AC participa do metabolismo intermedidrio da

uréia, da glicose e dos dcidos graxos, fornecendo ions bicarbonato em
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determinadas etapas desses processos (Dodgson et al., 1984), estando
presente nos hepatocitos. Foram detectadas as isozimas CAII e CAIII (Je-
frey et al.,1985) assim como a CAV (mitocondrial) (Swenson, 1991) e a
CAIV (Carter et al., 1990), sendo a maioria da sua atividade citoplasma-
tica (Garcia-Marin et al., 19688).

A atividade da AC no rim foi descrita pela primeira vez enm
1941 por Davenport e Widdelmi e, hoje, sabe-se que as isozimas CAlIl,
CAIV e CAV est3o distribuidas desigualmente ao longo do nefronioc (Dodg-
son, 1991).

D rim , entre outras funcoes, regula a concentragao plasmatica
de bicarbonato e mantém a composic3o quimica dos ligquidos corporais, co-
laborando, assim, para a manuten¢3o da homeostase acido-basica (Harper
et_al., 1989).

A principal +tuncio da AC é a catdlise da reag3o entre Hp0 e

CDp, produzindo o acido carbénico e secretando H* (Harper et al.,1%85).

Nos tubulos proximais o H* secretado para o ldmem tubular em intercimbio
com o Na*, reage com o HCO3* filtrado para formar o HpCO3. Este, na pre-
senca da AC (localizada na borda em escova intraluminal do tdbulo proxi-
mal) dissocia-se narmalmente em C0p e Hpl. Assim, ela intermedia a reab-
sor¢io do NaHCO3 filtrado (Harper gt _al.,1985). £sses passos metabolicos
s3o realizados pelas isozimas CAIIl e CAIV. Essas isozimas demonstram si-
milaridade cinetica quanto ao numero de transformacdo para o COp e ati-
vidade especifica para o p-nitrofenilacetato. Além disso mostram susce-
tibilidade a inibig¢do por sulfonamidas e resisténcia a inibig3o por clo-
retos. Elas diferem, entretanto, na composi¢io de aminodcidos e no peso
molecular, assim como, no comportamento cromatografico e eletroforético

{Wistrand e Kmidttile, 1989). Estudos recentes aventam a hipotese de a
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CAV estar envolvida na sintese da glicose nas células dos tubules con-
torcidos proximais (Dodgson, 1991).

A acetazolamida bloqueia a reabsorcdo de HCO3™ no tdbulo pro-
ximal e a sua regeneracaoc no tubulo distal. Embora em situacdes agudas
ela seja um diureético eficiente, seu efeito parece depender de concen-
tragbes adequadas de bicarbonato no plasma (Harper_et al., 1985). Os
outros diureticos tém, tambem, fraca a£ividade como inibidores da AC,
embora, ndo seja esse o mecanismo basico de sua capacidade para indu-
zir a diurese (Harper et al., 1983).

Desde 1952 sabe-se da existéncia da AC no pulm3o, sendo detec-
tadas as isozimas CAI e CAII, distribuidas no parénquima, c€lulas do
epitélio e do endotélio (Nioka e Forster II, 1991). A isozima CAIV foi,
recentemente, isolada de membranas do tecido pulmanar e  apresentou
grande similaridade com a CAIV encontrada nos rins (Zhu e Sly, 199¢). O
parel da AC nos pulmdes ainda nio estd bem esclarecido, mas suple-se que
ela esteja envolvida no transporte de €COp (Nioka e Forster II, 1991),
provavelmente facilitando a difusio do COp e mantendo o equilibrio do pH
extracellular (Bidani e Grandall, 1988).

0 ‘papel da AC no olho estd, diretamente, relacionado com a
producao do humor aquoso, fornecendo o substrato (HCO5™) para o trans-
porte de anions (Kishida et al.,1984).

No tecido osseo, a AC esta associada a reabsor¢ao Ossea e ao
crescimento dsseo endacondral, onde parece ter importante fungdo na cal-
cificagao da cartilagem (Vaananem e Parvinem, 1991). Estudos com imuno-
histoquimica mostram que os condrdcitos s3o a matriz celular da AC na
placa de crescimento (Vadnanem et _al., 1984). Recentemente, confirmou-se

a localizacido extracelular da AC na placa de crescimento (Marie e Hott,
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1987) e, com base nesses dados, concluiu-se que, nesse tipo de célula, a
isozima presente é a CAII, a qual, provavelmente, facilitaria o trans-
porte de COp e poderia, também, explicar o alto pH do fluido extracelu-
lar da cartilagem, o que favorece a precipitagio do fosfato de calcio
(Vaananem, 1991).

A presenca de AC nos osteoclastas, sugere ser essa enzima res-
ponsdvel pelo suprimento de prdotons transportados pela membrana (Cao e
Gay, 19B5). Tal hipotese é apoiada nas observa¢fes feitas sobre a inte-
racdo do hormdnio paratirecidec (PTH) e a homeostase de Ca2* (inibidores
da AC em cobaias nefrectomizadas diminuem a concentracio de Ca2* plasma-
tico) (Waite, 1972). Postula-se, também, o envelvimento da AC (CAII) no
mecanismo de secre¢do acida dos osteoclastos, uma vez que o PTH aumenta
a atividade enzimatica (Silverton et a)., 1988) e a secre¢io acida (Hun-
ter et _al., 1988) e inibidores da AC inibem ambas atividades (Silverton,
1991y

No tecido muscular a presenga da AC esta relacionads com a ma-
nutencdo do equilibrio idnico e com a homeastase dcido-bidsica (Carter,
1991) . A isozima em concentrag3o 'mais elevada € a CAIII, presente no ci-
toplasma e n; musculatura esqueletica, que tem como funcio facilitar o
transporte, para o sangue, de COp produzido nas células musculares. Esse
processo engioba dois mecanismos distintos, a difus3o do COp intracelu-
lar e a catalise do transporte de COp extracelular {Geers e Gros, 1991).
As isozimas CAII e a CAIV estdo presentes no sarcolema e no reticule
sarcoplasmatico desse tecido (Geers e Gros, 1991).

Recentemente detectou-se a presenca da AC em varias células
das g]éndulas salivares e na saliva (Fernley, 199i). Além das isozimas

CAI e EAII na glandula pardtida e na submandibular detectou-se, também,
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a presenga da isozima secretora CAVI a qual, acredita-se, esta relacio-
nada com a regulaglo do pH salivar (Parkilla et_al, ,199@).
A isozima CAVI, em comparacio com as isozimas citoplasmaticas,

possui alto peso molecular e pouca sensibilidade a inibig3o por sulfona-

midas {Fernley, 19?91).

A ultima iso2ima descrita, a CAVII e, também, uma isozima se-
cretora e se expressa nas glandulas sa]i;ares {Tashian, 198%9).

A presenca da AC no tecido cerebral foi detectada pela pri-
meira vez por Van Goor (1948} (cf. Nogradi e Mihaly, 199@). Utilizando
métodos bioquimicos e histoquimicos, Giacobini et al.  (i%962)

demonstraram a presenca e a atividade dessa enzima nas celulas gliais.
No epitélio do plexo cordide a AC esta presente em concentracdo elevada,
possuindo um importante papel na secre¢iio do liquido céfalo-raquidiano
(LCR) (Masuzawa et _a}.,1984). A distribui¢ao celular das isozimas da AC
no sistema nervosa central (SNC) estd restrita, principalmente, as célu-
las gliais, com concentragcio mais elevada nos oligodendrocitos, nos
quais € observada no citoplasma, mielina e, aparentemente, nas mitocon-
drias (Anderson, et al., 1984 ; Camer, 1984). Muito embora se reconheca
a importdncla do3 astrdcitos no transporte de ions e fluidos no SNC, a
questio da existéncia de atividade enzimdatica nessas células permanece
ohscura, uma vez que, nesse tipo celular, foram detectados apenas bai-
xissimos niveis de AC (Neubauer, 199§).

Considera-se que o0s neurdnios sejam, também, deficientes de
AC, apesar de a lista de excegles a essa consideracdo ser crescente,
pois essa enzima ja foi detectada em subpopulacdes de neurdnios da reti-

na e do sistema nervoso periferico e central (Neubauer, 1991).
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0 papel da AC no tecido cerebral estd relacionado com a manu-
tencdo do equilibrio acide-bdsico intra e extra-celular, e, também, do
fluido cerebrosPinal (Guillaume gt gl..,1991) ao catalisar a hidratacio
do COp durante a atividade neuronal, gerando o bicarbonato necessirio
para as reacdes biossintéticas (Coulson e Herbert, 1984; Maren 1984) e 2
atividade neuronal (Woodbury gt al., 1984). 0 esquema I, proposto por
Sapirstein et al, (1984), representa a hipotese da distribuig¢io ibnica
no tecido cerebral e a manutenc3o do equilibrio dacido-bdsico, realizado

pelos oligodendrocitos.

—

A c m Z
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]

Esquema I Esquema hipotético da redistribuicdo de ijons pelas células gliais.

A sequéncia de eventos inclui: (1) a hidratacio de COp (produzido pela ativida-
de neuronal) pela AL, produzindo ions hidrogénio e fons bicarbonato. (2) Os ions H' sio-
trocades pelos ions Na. (3) Bomha Na, K-ATPase trocando Na por K, perwitinde o efluxo id-
nico, polarizando a wembrana. (4) Troca de ions bicarbonato pelo cloro extracelular, que

determina a sua diminuic3o , impedindo a entrada no neurdnio.



Visto 4que a AC esta preponderantemente concentrada nos oligo-
dendrdcitos, os quais mostram estreita correlacdo com a formagdo da mie-
lina, relaciona-se o rapido aumento pos-natal de astrdcitos e oligoden-
drocitos com a participacao da AC no processo de desenvolvimento cere-
bral (Ling, 1973). Aliids, em algumas doengas desmielinizantes, como, por
exemplo, na adrenoleucodistrofia e na leucodistrofia de ceélulas 9lobdi-
des de Krabbe, a atividade da AC esta diainuida (Lees_et al,, 1980).

Acredita-se, também, que a AC € um marcador especifico dos
oligodendrocitos {(Ghandour et al., 1979}. De fato, as celulas gliais es-
t3o ausentes no periodo pas~natal imediato e, coincidentemente, a ativi-
dade da AC nessa época & extremamente baixa, o que ocasiona um acumulo
de COp nas células neuronais. Essa alta taxa de COp é condicdo que fave-
rece o rapido crescimento de sinapses e processos neuronais, alem de
ser, também, fundamental para a mielinizacdo e a formagdo de precursores
de agentes transmissores, como o oxalacetato e o alfa -cetogluta-
rato (Woodbury_et al., 1984).

Com o decorrer do desenvolvimento cerebral e o crescimento das
celulas gliais, a AC presente nessas células diminui a concentragdo de
COp e HCD3™ das ¢élulas neurcnais. Ao mesmo tempo, essas concentragdes
aumentam de maneira significativa nas células gliais (Woodbury et _al_,
1984) .

A acetazolamida mostrou propriedade antigonvulsivante em al-
guns animais de laboratdrio e em anima nabile (Woodbury, 1966). Essa
propriedade decorre da atividade da AC ja que a acetazolamida, diminui a
concentrag3o de COp e HCO3™ nas células gliais, e é claro, o pH celular,

o oposto ocorrendo nas células neuronais.
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0 COp acumulado & suficiente para bloquear as crises convulsi-

vas, sendo, pois, um otimo mecanismo protetor (Woodbury et al.,1984).

I.5 ISOZIMAS ERITROCITARIAS

Desde o trabalho pioneiro de Roughton e Meldrun (i933) as
isozimas eritrocitarias constituem o gr;po mais amplamente estudado e
taracterizado dentro da familia das isozimas da AC.

As concentragoes das isozimas CAI, CAII e CAIII em eritroci-
tos humanos obedecem a propor¢3o, 846:43:1, respectivamente (Carter et
al., 1984 ; Dodgson et _al., 1988}, com niveis de 12,7 (*/_9,30) ug/mgHb
para a CAl e 1,94 (%/_2,30) ug/mgHb para a CAIIl (Tashian e Carter,1974).
A CA] contribui com, aproximadamente, 19X da atividade total, a CAIl com

90% e a CAIII com 1% (Carter et al., 1984 ; Wistrand, 1981).

0 aparecimento das isozimas eritrocitarias ocorre por volta da
232 cgemana de gestagao e o seu nivel aumenta proporcionalmente a idade
gestacional, chegando, ao nascimento, com concentracdo de CAl e de

CAIl correspondendo a, respectivamente, 1/i6 e 1/10 dos niveis encon-
trados nos adultds normais. Isso sugere uma diferen¢a significativa en-
tre a velocidade de aparecimento das isozimas (Mondrup gt al. , 1980). O
nivel do adulto normal parece ser atingido durante, ou logo apds a in-
fancia (Moore, 1984).

As isozimas mostram uma grande variagdao qualitativa e quanti-
tativa, causada por fatores genéticos ou ni3o. As variantes da isozima
CAI s3o0 raras e nio possuem significado clinico, com exce¢do da variante
Israel * CAl, descrita por Shapira et 3]. (1974). Tal variante, que foi

associada & acidose tubular renal, em comparagao a enzima normal possui
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atividade especifica muito reduzida para o COp e para o p-nitrofenilace~
tato. Estruturalmente, elas demonstram possuir uma diferenga significa-
tiva, sendo a variante mutante deficiente do residuo tirosina da cadeia
de aminoacidos (Tashian e Carter, 1974).

A osteopetrose com acidose tubular renal e calcificacdo cere-
bral foi descrita pela primeira vez por Siy gt al em 1972. Em 1983, es-
ses mesmos autores, pesquisando a AC em eritrdcitos de individuos porta-
dores dessa anomalia, detectaram a auséncia da isozima CAII. 0Os pais
desses pacientes, que eram fenotipicamente normais, possuiam, em seus
eritrotitos, cerca de S50¥% da quantidade de CAII encontrada em individuos
sadios (Sly, 1983). Atualmente, tal anomalia também € designada por sin-
drome Guibaud-Vanisel, doenca do cérebro de mdrmore ou sindrome da defi-
ciencia da CAII (McKusic, 19864).

Essas observacoes, somadas ao fato de as sul fonamidas produzi-
rem acidose tubular renal e bloquearem a ag3c do PTH, sugeriram ser a
deficiéncia da AC o defeito primdrio nessa alteragdo metabdlica, que de-
monstra padrao de heranga autossOmico recessivo.

As manifesta¢des clinicas dessa sindrome s3o varidveis, mas €
comum 0O achad; raJioldgico semelhante a outras formas de osteopetrose,
tais como, densidade ossea aumentada, arquitetura trabecular obliterada
e faixas transversas nas metafises (Sly, 1991 ; Lester, 1977). A fragi-
lidade dssea €, ent3o, uma consequéncia dessa anomalia. A atrofia dtica
e complicacdes no aparelho auditivo, sao, também, caracteristicas comuns
dessa sindyome, mas a anemia, que € um achado comum em outras formas de

osteopetroses, € raramente presente nesses pacientes (Sly, 1991)
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A acidose tubular renal em individuos com a deficiéncia da
CAIl e, geralmente, uma combina¢3o da acidose tubular proximal e distal
(Cochat et al.. 1987). A czlcificacdo cerebral, assim como o retarda-
mento mental em individuos cem deficiéncia da CAII, ainda permanecem
obscuros, pols o retardamento mental parece estar relacionado com o au-
mento dos niveis de calcificac3o cerebral, mas o oposto nem sempre e
verdadeiro (Tashian ef _al. ,1984). De fato: alguns individuos deficientes
de CAIl apresentavam inteligéncia pouco abaixo da normalidade, mas exi-
biam densas e progressivas calcificacdes basais (Whyte gt al ., 1988). 0
retardamento mental esta presente em 90X dos pacientes descritos, muitos
dos quais ndo recebem educa¢3o em escolas regulares, embora o retarda-
mento seja, na maioria das vezes, classificado como moderado (Sly,
1991) .

A maioria dos pacientes descritos apresenta baixa estatura e,
alguns deles, baiﬁo peso. Provavelmente esse retardamento do crescimento
seja resultado de uma acidose metabolica crdnica (S1y,1991). Dutras ca-
racteristicas clinicas podem ser observadas camo, por exemplo, a despro-
por¢ao cranio-facial, micrognatia e, ainda, nariz estreito e praeminen-
te. * ’

A patogenia dessa sindrome ainda permanece controversa, ja que
a auséncia dessa isozima foi detectada em eritrdcitos dos individuos
portadores sem que, no entanto, fosse observada auséncia da CAII direta-
mente nos osteoclastos e nas células dos tubulos renais desses indivi-
duos (S51y, 1991) onde, provavelmente, haveria atividade residual, ja que
a CAIl e ; isozima soldvel, presente em maior concentragio (Wistrand et
glé,1955) e tais células continuariam, portanto, sintetizando a protei-

na. Essa diferenga de atividade residual poderia explicar a hetercgenei-



dade clinica dessa sindrome (Sl4, 1994). A concentracdo de CAIl e CAIIT
estao aumentadas nesses individuos (Tashian gt _al.,1984).

Mais da metade dos casos estudados foram observados em fami-
lias de beduinos do Kuwait, Arabia Saudita e Africa do Norte, locais on-
de os casamentos consangiineos sao mais frequentes (S51y,1991). 0 diag-
nostico pré-natal desse erro inato do metabolismo e o aconselhamento ge-
netico sao possiveis utilizando-se técni;as de inibi¢30 enzimatica dife-
rencial, que possibilitam a detec¢do de heterozigotos (Sundaram et al_,
19846) .

As técnicas de biologia molecular tambeém ja podem ser empre-
gadas, pois existe a descrigdo de um polimorfismo do sitio de clivagem
da enzima de restrigido Taql na regido 5+, proxima ao gene da CAII (CA2)
{Lee et al., 1983).

Em algumas doeng¢as hematoldgicas também foram notadas altera-
c¢bes significativas dos niveis das isozimas eritrocitarias da AC, como,
por exemplo, na anemia megalobldstica na qual ocorre aumento das isozi-
mas, principaimente da CAI (Weatherall e McIntyre, 1967 ; Ruiz-Reyes,
1968). 0 tratamento basico da anemia megaloblastica consiste da adminis-
tracio de acido folico e vitamina Byp (Janini, 1978) aque, por sua vez,
fazem com que os niveis da AC eritrocitaria diminuam lenta e progressi-
vamente, até a normalidade, que coincide com a normalizac®o dos valores
de hemoglobina (Weatherall e McIntyre, 1%67). lsso sugere a utilidade da
dosagem dos niveis de AC no diagnostico retrospectivo da eritropoese me-
galobldstica. As alteracOes megaloblasticas est3o presentes em muitas
situacbes, como, por exemplo, na gravidez (Janini, 1978), no puerpério,
na desnutrigdo (Ruiz-Reyes, 196%) e na terapia anticonvulsivante (Orope-

za, 1970). Na leucemia mieldide crdnica juvenil os niveis de AC s3o com-



pativeis com os niveis ohservados em recem-nascidos. Também na anemia
ferropriva encontram-se niveis diminuidos dessa enzima (Wehinger, 1973).

Na persisténcia hereditdaria da hemoglobina fetal associada com
a beta-talassemia os niveis da AC eritrocitaria permanecem inalterados
(Conley et al., 1943). Em outras situacdes em que o nivel da hemoglobi-
na fetal esta aumentado, no entanto, hé‘uma diminui¢do no nivel da AC
eritrocitaria (Lie-Injo e Tarail, 1%64).

No trago talassémico beta sio descritos niveis normais (Wehin-
ger, 1973) ou aumentados dessa enzima nos eritrocitos (Lie-Injo et
al.,1%70)  Ramalho (1978) detectou niveis elevados de CAl eritrocitaria
tanto na talassemia beta quanto na anemia ferropriva, utilizando esse
achado para a realiza¢3o do diagndstico diferencial entre essas duas en-
tidades patoldgicas pela investigagdo da raz3o HbAp/CAI, que estd aumen-
tada nos talassemicos.

£ conhecida, também, a correlacio entre o nivel de zinco eri-
trocitario e plasmatico e a atividade da AC. Por isso, em algumas situa-
¢Oes andmalas nas quais os niveis de zinco est3o reduzidos, como, por
exemplo, na anemia falciforme, encontramos, também, uma diminuigao da AC
eritrocitéria' (Té;hian e Carter, 1974). Niveis alterados de CAI e ou
CAI1 eritrocitarias est3o presentes em outras numerosas enfermidades
(Tabela 1I).

Em algumas aberra¢les cromossomicas, como, por exemplo, na
sindrome da trissomia do cromossomo 21 (sindrome de Down) e na trissamia
do cromossomo 13 (sindrome de Patau) os niveis da AC eritrocitaria en-
contram-se alterados. Na sindrome da trissomia do cromossomo 13 obser-

vou-se a diminui¢cio do nivel da CAI e, também, da Hb Ap, acompanhado de

um aumento da HbF (Gerald et al., 1964). Esse achado conduziu a hipatese



de que a diminuigdo da AC estivesse associada a um atraso da maturacio
( Lee et _al,, 1945 ; Walzer et al., 1944).

Jd na sindrome de Down constatou-se um aumento da quantidade
da isozima CAI (Wehinger, 1973 ; Ramalho, 1978 ; 0Ohno, 1984 ; Norato,
1987). Varias outras altera¢Oes bioquimicas s3ao observadas na sindrome
de Down, entre as quais, um aumento significativo do nivel da dismuta-
se-1 de superaoxide (S0D-1) (Chno, 1984). Esse aumento pode ser explicado
como um efeito de dose génica, uma vez que, o gene da S0D-{ esta locali-
zado no cromossomo 21 (Sinet, 1974 ; Ohno,1984). Isso ni3oc explicaria, no
entanto, o aumento da AC eritrocitaria, uma vez que os genes dessas iso-
zimas estdo localizados no cromossomo 8 (Davis et al., 1987 ;, Nakai et
al., 1987).

Esse aumento da CAl eritrocitaria detectado em pacientes com
sindrome de Down pode ser devido a maior velocidade na ontogénese de va-
riaveis hematoldgicas, pois esses pacientes apresentam uma rapida dimi-
nuicdo do nivel de HbF e um aumento precoce de Ap. Esses pacientes apre-
sentam envelhecimento precoce e muitos sinais biclaogicos presentes nessa
sindrome sio coincidentes com aqueles caracteristicos da doenga de Alz-
heimer, como por exemplo, a degenera¢dio granulovacuclar de neurdnios,
placas senis, enovelados neurofibrilares, calcificacOes cerebrais, alem
da alterac3o no metabolismo do perdxido (Sinet, 1982).

Tendo em vista essas similaridades passava a ser de crucial

importancia a investigag¢io dos niveis de AC em pacientes com a doenga de

Alzheimer.



Tabela II Algumas doencas associadas a alteracfes dos
niveis da anidrase carbdnica eritrocitaria

{Adaptado de Tashian e Carter, 1974)

DOENCAS

Anemia falciforme
Anemia ferropriva
Enfisema pulmonar
Hipertireoidismo
Hipotireoidisen

Leucemia mieloide cronica

Policitemia secundaria

Policitemia vera

- »

Sindrome da angustia respiratoria

Sindrome de Down

€Al
diminuida
diminuida
diminuida
diminuida
aumentada

diminuida

aumentada
em alguns

Casns

geralmente

aument ada

diminuida

aumentada

IS0ZIHAS

CAII
diminuida
?
diminuida
diminuida
aumentada

?

aumentada
em alguns

Casos

geralamente

aument ada

diminuida

?
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1.4 A DOENCA DE ALZHEIMER

A doenca de Alzheimer é um dos processos degenerativos mais
frequentes do ceérebro e foi relatada pela primeira vez por Alois Alzhei-~
mer, «ue descreveu, em 1907, as principais alteracdes anatomo-patologi-
cas encontradas nessa enfermidade.

Sabe-se, atualmente, que a doen¢a de Alzheimer € um sério
problema de sadde publica, pois estima-se que ela atinja 1% da populacdo
geral e 5-20% da fracao com mais de 45 anos (Jones, 1999), sendo aponta-
da nos EUA como a gquinta causa das mortes ali ocorridas (Markes~
bery,1989). Essa doenca se caracteriza, principalmente, pela presenga de
perda da memdria progressiva e irreversivel, diminuiclio das capacidades
cognitiva, intelectual, motora ® sensitiva. Dentre as achados anatomo-
patoldgicos, o mais comum e tipico da doenca € a presenca de placas se-
nis e dos enovelados neurofibrilares {(Rowland, 19Bé).

Clinicamente, podem-se distinguir duas formas da Doenga de
Alzheimer. Uma delas se caracteriza pelo aparecimento antes dos 65 anos
(doenca de Alzheimer ou deméncia pré-senil) e a outra, pela manifestacio
apds o0s 45 anos {deméncia senil ou deméncia senil tipo Alzheimer). Cer-
tos autores consideram que 70 anos seria a idade limite divisoria
(Perry,1984). A maioria, porem, considera as duas formas como uma s0 en-
tidade, pois nio se encontram diferencas significativas entre elas nas
analises clinicas, anatomo-patologicas, ultra-microscopicas e bioquimi-
cas (Rowland, 1986) .Entretanto, no concernente a intensidade das mani-
festacBes clinicas, pode-se dizer que elas diferem, j& que a forma pre-

coce € mals grave que a tardia, levando-se em conta, o grau de perda
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das capacidades cognitivas na evolucdn da doeng¢a (Bavles, 1991 ; Jones,
1996 ; Roth, 1984).

Observa-se, inicialmente, um certo vrau de embotamento inte-
lectual, o raciocinio se torna mais lento, a memdria apresenta falhas,
principalmente de fatos recentes. A agitac3o, a irrequietude, os distur-
bios do ciclo sono-vigilia sdo manifestagdes freqientes. A afasia & um
sintoma inicial freqiente. Alteragoes do Lumor sao fregqientes, sendo que
a depressao é encontrada em 25% dos casos, além da ocorréncia do desen-
volvimento de idéias parandicas e delirios (Richardson e Adams, 1984
Rowland, 19B4). Durante a evolu¢do da doenca, nota-se o aparecimento de
apraxia, com a marcha lenta e arrastada, e agnosia.

Nos estdgios terminais, a vida se torna puramente vegetativa,
com as atividades intelectuais abolidas. A alimenta¢3o se torna limitada
trazendo, como consequéncia, o emagrecimento acentuado e acelerado.
Ocorre, também, a perda de controle sobre os esfincteres; dessa forma,
em completo estado de invalidez, a morte acaba ocorrendo por uma inter-
corréncia (Jones, 1990 ; Richardson e Adams, 1984 ; Rowland, 1986).

A evolugdo, como ja visto anteriormente, é progressiva e em
alguns casos b quadro permanece estacionario durante um periodo que pode
chegar a dois anos, no qual as functes cognitivas se mantém inalteradas,
mas a evolugdo da doenca prossegue, em seguida. Essa doenga dura, geral-
mente, de 4 a 10 anos, sendo que o peripde de evoluclo pode variar entre
os limites extremos de { a 20 anos (Rowland, 1984). O grau de atrofia
cerebral e wvaridvel A necropsia, o peso do cérebro varia entre B85¢ e
i,2509 (Ro&land, i986) .

| Muitos achados histopatoldgicos sio descritos na doenga de

Alzheimer, dentre os quais podem ser nomeados a disrup¢io axonial, os



enovelados neurofibrilares extracelulares, a angiopatia amildide(depdsi-
to de proteina amildide nas paredes e artérias meningeas e intracorti-
cais) (Blenner, 1989), as degeneracies vacuolares e os corpusculos de
Hirano (inclusbes eosinofilicas, com distribuiclo restrita as células do
hipocampo, afetando, aproximadamente, 10% dos neurdnias piramidais)
(Kay, 1986 ; Morris, 1991 ; Yamaguchi et _al., 1991).

0 exame microscopico revela, também, a diminuigc8o tanto dos
neurdnios como do neurdpilo da cortex, existindo, também, a desmielini-
zacdo secundaria da substancia branca subcortical (Rowland, 1986).

Os achados macroscopicos tipicos da doenga de Alzheimer, mas
nio exclusivos, sio ampla atrofia cerebral com alargamento dos sulcos e
estreitamento dos giros cerebrais. Ao nivel microscopico nota-se o apa-
recimento de placas senis, 0s enovelados neurofibrilares e os fios neu-
ropilicas (Braak et al.,i986 ; Braak e Braak, 1988 ; Perry, 1986).

As placas senis sio formadas por terminacdes de axdnios dege-
nerados, desmielinizados, que se impregnam com prata. Esses axbnios mos-
tram volume aumentado e estio dispostos em torno de um nucleo central,
formado por proteina amildide com depdsito de silicato de aluminio (Hy-
man et al., 1%89 ; Jones, 199¢ ; McGeer et al., 199@¢ ; Okamoto et _al.,
1983 ; Morris _et al., ; Tabaton et al., 1989). Geralmente s3o encontra-
dos em todo o cortex cerebral e na regido do hipocampo. Foi comprovada a
relac3o direta entre o niumero de placas por campo microscopico e 0 grau
de comprometimento mental (Rowland, 1986).

D§ enovelados neurofibrilares resultam do acumulo de filamen-
tos helicoidais originados de degenerac6e§ axoniais (que incluem, ainda,
lisossomos e mitocondrios degenerados), no interior de neurdnios {(Row-

land, 1984). A composicio desses novelos ainda é muito discutida, embora
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se saiba da existéncia de um acumulo de proteinas que se impregnam pela
prata, insoldveis, mesmo quando em solugdo acida, e resistentes a diges-
tio por enzimas protecliticas. Ao microscdpio esses enovelados mostram
aspecto de chama de vela {(Wischik e Crowter, 1986). 0s novelos de neuro-
fibrilas aparecem primeiro no hipocampo (principalmente no subiculo e
A1) podendo, posteriormente, serem encontrados em todo o cortex cere-
bral (Rowland, 1986). °

Os fios neuropilicos, geralmente, s3o dendritos de neurdnios
que possuem enovelados neurofibrilares interiormente, muito embora, haja
raros casos de localizagao axonal (Yamaguchi et al., 1990 ; Braak e Bra-
ak, 1988). A distribui¢ldo destes, se dd no neurdpilo de todo o cortex e
com maior concentra¢3do na camada V.

A perda de peso € generalizada no cérebro, mas algumas areas
s3o afetadas de maneira mais intensa, como por exemple, o lobo frontal e
temporal, o nucleo caudado, o putlmem, o hipocampp e a amigdala {(Human
et al, 1989).

S3o relativamente poucas as alteracoOes encontradas ao exame
bioquimico dos tecidos cerebrais em pacientes falecidos com a doenga de
Alzheimer, qu;ndo ;omparados com individuos normais de idades correspon-
dentes. A anomalia mais frequente e malis exaustivamente estudada,e a
diminui¢ao de acetilcolina, causada por uma deficiéncia da atividade da
actetiltransfrrase de colina que varia de 4@ a 99% e em torno de 48% pa-
ra a acetilcolinesterase, que siao, respectivamente, enzimas de sintese e
degradac3o_(Jones, 1990 ; Katzman, 1986).

Esse fato parece sugerir a destruicdo seletiva de neurdnios
colinérgicos (onde essas enzimas est3o presentes), em especial, da via

de projecdo colinergica procedente dos nucleos profundos localizados no
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septa, nas mediagcbes de faixa diagonal de Broca que demanda o hipocampo,
assim como no nuicleo basal de Meynert, o qual se dirige ao cortex cere-
bral. @& especificidade desta destruicdo de neurdnios parece ser confir-
mada, principalmente, pelo grau de deficiéncia cognitiva ser, aproxima-
damente, proporcional a diminuic3o da acetiltransferase de colina (Row-
land, 1984).

De todas as alteragbes, quer sejam elas anatomo-patologicas,
quer sejam bioquimicas, tem-se uma correla¢do exata dos acontecimentos.
De fato, como ja ¢ sabido, o hipocampo possui papel central na funcdo da
memdria, principalmente, da memoria recente. Sendo essa uma das regiges
mais afetadas, nio € surpresa a perda da memoria em pacientes acometidos
por esta molestia. A amigdala também esta intensamente lesada nesses pa-
cientes. Tendo essa regido fungio fundamental na regulagdo do comporta-
mento emocional esta, pois, explicada a ocorréncia de distirbios do hu-
mor e do temperamento emotivo desses pacientes. Finalmente, sabe-se que
as caracteristicas clinicas observadas s3o condizentes com a anatomia
patoldgica da doenga (Jones, 1990).

D diagndstico da doenga baseia-se na instalacSo de deméncia
progressiva, Besaéompanhada de alteracoes motoras, pelo menos na fase
inicial, assim como na exclusio de outras doengas capazes de provocar
deméncia (Rowland, 1984), como, por exemplo, a doenc¢a de Pick, hidroce-
falia de baixa pressio, traumatismo, deméncia por miltiplos infartos,
doenca de Parkinson com deméncia, coréia de Huntington, doenca de
Creutzfeld-Jakob, além de outras, que, por fatores diversos, também
podem conduzir a quadros demenciais (hipo&ireoidismo, encefalites, tumor

cerebral, depressio enddgena, doenga de Cushing, intoxicagdo e deficién-

cias nutricionais) (McGeer, 19846 ; Richardson e Adams, 1984).
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Para o diagnostico diferencial é de grande valia a utiliza¢io
de testes laboratoriais como o hemograma, velocidade de hemossedimenta-
¢30, teste soroldgico para sifilis, testes endocrinoldgicos, eletroence-
falograma e pesquisa do liquido céfalorraquidiano. Atualmente, os meto-
dos de imagem, como por exempio. a tomografia computadorizada, s3o fun-
damentais para aumentar a probabilidade de corre¢3o do diagnostico (Mc~
Geer, 1984 Hyman et al., 1989 ; Jones.‘1990 ; Rowland, 1%B4), uma vez
que ele 6 de exclusip. O diagndstico definitivo, sd sera obtido com a
bidpsia do ceérebro, o que ¢é feito pgst mortem (Besson et al., 1983 ;
Khachaturian, 1985 ; Katzman, 1984 ; Glenner, 1988 ; Hyman et a}. 1987
e Janes, 1990)

A etiologia da doen¢a de Alzheimer permanece indefinida ate
hoje, e muitas teorias s3o levantadas com bases nas observacBies das al-
teragoes metabolicas presentes nessa doenca que afeta os seres humanos
de maneira sistémica, n3o sendo, portanto, um tipo de envelhecimento
precoce (Kay, 1984).

A presenga de silicato de aluminio nos enovelados neurofibri-
lares e nas placas senis chamou a atengdo para a importancia do aluminio
na doenca de Alzheimer (Candy gt a).., 1986). A hipdtese de ser esse me-
tal um causador da doenga encontrou apoio no fato de os depdsitos de
aluminio se concentrarem principalmente no centro das placas senis. Po-
rém, quando se faz uma analogia entre a encefalopatia por dialise, doen-
¢a cuja etiologia € o depdsito de aluminio no sistema nervoso central, e
a doenca de Alzheimer, nota-se que os sintomas dessas duas doenc¢as sio
muito di;erentes, nio havendo na encefalopatia por didlise, as lesbes
caracteristicas da doenga de Alzheimer (Alfrey et al., 1974 ; Crapper et

al., 1989 ; Scholtz, 1987). Isso causou uma certa duvida sobre o envoi-
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vimento do aluminio como agente etinlogico da doenga de Alzheimer. Os
dados que relacionaram a incidéncia dessa doenga em cidades com diferen-
tes concentracdes de aluminio na dagua também foram contraditdrios (Cor-
rigan et a)l., 1989 ; Curran e Hindmarch, 1989 ; Rifat et al., 1999).

Hi, trabalkos mencionando uma rela¢do entre traumatismo cere-
bral e a doenga de Alzheimer, pois foi encontrada uma incidéncia ate
quatro vezes maior da doenca em individuo; que haviam sofrido traumatis-
mo craniano (Graves et al., 199@).

A bhipotese colinérgica, ja citada anteriormente, nao encontra
bases solidas. Por nio haver tratamento com utilizag3o de precursores da
acetilcolina, nem com inibidores da acetilcolinesterase, imagina-se ser
o déficit colinérgico secundario a morte celular (Perry, 1984 ; Nitri-
ni,1991).

A hipotese de que a doenga de Alzheimer seria consequéncia de
alteractes provocadas por radicais livres é bastante substanciosa, ja
que o superoxido, o peroxido de hidrogénio e o radical hidroxila, trazem
grandes danos as celulas, aumentando inclusive o numero de trocas entre
cromatides 1irmas, e, ainda, contribuindo para o aumento de doengas mie-
loproliferativas {Hajimohammadreza e Brammer, 1990 ;Hallwell, 1989 ;Percy
et al.,1990 ; Zemlan et al.,1989)

A perda da homeostase celular do calcio, alteracdes do pPH e
desoroanizagic do citoesqueleto s3o ocorréncias presentes na doenga de
Alzheimer. Isso deve ocorrer por uma perda das capacidades mitocon-
driais, uma vez que essas organelas tém papel relevante na organizacio
do citoesqueleto, muito provavelmente, por regulagio do pH e da concen-
trac3o citoplasmatica de calcio. Pode-se pensar, ent3o, ser essa altera-

¢30 fundamental na patogenia da doenga de Alzheimer (Freitas, 1992).
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E conhecida a forma familial da doenga de Alzheimer, que pos-
sui etiologia e padrioc de heranca autossomico dominante, representando
15% dos casos (Kay, 1986), sendo os restantes creditados a uma etiologia
multifatorial (Fitch et al., 1988 ; Kay, 1987 ; Kumar et al,1991 ; Mar-
tin et al., 1991 ; Selkoe, 1987 ; Tanzi et al.,1989).

A associagdoc da sindrome de Down com a doenga de Alzheimer vem
sendo discutida ha muitos anos, ndo so p;la coincidencia de algumas ca-
racteristicas nas duas doengas mas, também, por se saber que ha uma pre-
valéncia de 37,5% da doenga de Alzheimer entre os pacientes com sindro-
me de Down e idades entre 30 e 40 anos (Allsop et al_ ,19846 ; Wisniewski
et al., 1985). Além das caracteristicas citadas anteriormente, pode-se
mencionar, também, a deficiéncia colinérgica e serotonérgica (Mann et

al.,198¢ ; Reuynolds e Godrige, 1985 ; Yates gt al., 1986 ; Yates et al.,

1980), a tendéncia a doencas mieloproliferativas, o aumento do numero de
trocas entre cromatides irmds e a probabilidade aumentada de filhos com
aneuploidias, como caracteristicas pertinentes as duas moléstias (Kay,
1986)

Essa relacio se estreita ainda mais, com a analise dos dados
de um trabalho publicado por Wisnewsky et al. (1985), a respeito de 100
necropsias do cérebro de pacientes com sindrome de Down com o encontro
de 15% de pacientes com lesBes caracteristicas da doenca de Alzheimer
entre os mortos com 1! a 20 anos de idade. Entre os falecidos com ida-
des entre 21 e 30 anos, as lesdes ocarreram em 27,5% . Finalmente, em
pacientes com mais de 30 anos, essas lesbes estavam presentes em 100X

deles.
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Nio ha evidéncias, ainda, sobre a localizacdo do gene envolvi-
do na doenca de Alzheimer tipo familial no cromossomo 21 (Goate et al.,
1989 ; Martin, 1989 ; Schellenberg gt al.,1988 ; George-Hyslop St ef al.
, 1987) .No entanto, ha ipdicios de que o gene aye sintetiza uma proteina
precursora da beta-proteina, presente nas placas senis, estd localizado
no cromossomo 21, O que também explicaria .somente parte da doenga. £l
nio explica, evidentemente, as alteragfes metabdlicas observadas na sin-

drome de Down e na doenca de Alzheimer.



II- OBJETIVOS

A revisio da literatura nas paginas anteriores deixou claro
que o nivel de AC eritrocitaria se encontra alterado em muitas enfermi-
dades, estando aumentado no caso especifico da sindrome de Down (Wehin-
ger, 1973 ; Ramalho, 1978 ; Norato, 1987). Visto que a sindrome de Down
aparenta estreita relac3o com a doenca de Alzheimer (Sinet, 1982 ; All-
sop_et al ., 1986 ; Wisniewski et al., 1985 ; Kay, 1984) julgamos ser im-
prescindivel investigar a atividade e a concentragcao da AC eritrocitaria
em pacientes cujo quadro clinico era altamente sugestivo dessa ultima
doengca, a fim de pdr a prova a hipdtese de que a sindrome de Down e a

doenca de Alzheimer encontram padrio similar quanto a AC eritrocitaria.
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ITII- CASUISTICA e Me&TODOS

1I1.4 Casuistica

A casuistica estudada consistiu de 10 pacientes (6 mulheres e
4  homens) portadares de quadro cliqico sugestivo da decenca de
Alzheimer, com idades variando entre 356 e 78 anos, sendo que 4
(2 homens e 2 mulheres) foram atendidos e diagnosticados no ambulatdrio
do Departamento de Neurologia da Faculdade de Ciencias Médicas da
UNICAMP. O0Os outros & pacientes, procederam do ambulatdrio do Instituto
do Cérebro "Dr. Nubor Orlando Facure”.

0 grupo controle, foi composto por 18 voluntdrios sadios, com
idade variando entre 56 a 75 anos, sendo é mulheres e 4 honmens,

provenientes do “Lar dos Velhinhos de Campinas"”.

III.p Metodologia

a. Obtencdo das amostras de sangue

»

Procedeu-se a coleta de sangue com seringas e agulhas
descartaveis, por pun¢aoc venosa, utilizando-se heparina sodica
{Liquemine, Roche) como anticoagulante, na razio de 0,01 a 9,02 ml/ml

de sangue.
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No caso dos pacientes diagnosticados no ambulatdrio do
Departamento de Neurologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP a
coleta de sangue foi feita nos domicilios desses pacientes.

0 wvolume de sangue coletado, em cada caso, foi de cerca de
1¢ m}, separando-se uma aliquota de 1,9 ml para a dosagem da hemoglobina
total. 0 restante foi centrifugado a 1:800 r.p.m., durante 40 min.,
sendo obtido desta forma o plasma, que foi estocado a -20° C para
posterior dosagem de zinco plasmatico.

0 concentrado de hemacias foi lavado 3 vezes consecutivas em
solu¢ao salina a 0,9X , separando-se, apds a dlitima centrifugacio (1.800
r.p.m. /10 min), 2 aliquotas de 1,0 ml cada, que foram estocadas a

-200 C, para posterior extragao da fraclo protéica correspondente a
anidrase carbdnica. Ao restante do concentrada de hemacias adicionaram-~
se 3 volumes de dgua destilada para hemdlise, seguindo-se a separacfo do
estroma pela adig¢dp de igual volume de clorafdrmio, agitaglio vigorosa
da mistura e centrifugacao a 6.000 r . p.m. durante 1@ min.

0 sobrenadante destinado a determinagio da atividade da
anidrase carbonica foi, ent3o, diluido na razdo 1710 (v/v) em agua
destilada, obfendoise, portanto, um hemolisado na dilui¢d3a 1740 (v/v).

Todos os procedimentos que se seguiram a coleta, foram

realizados a temperatura de 4° C, incluindo o transporte.
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b. Quantificag¢l®o da hemoglobina

A quantificac3o da hemoglobina total e da hemoglobina presente
no hemolisado wutilizado para a dosagem da atividade da anidrase
carbdnica eritrocitdria foi realizada pela determinagdo da absorvincia
em 544 nm do hemolisado diluido 500 vezes em agua destilada.

Para o calculo da concentracdo da hemoglobina, utilizou-se o
coeficiente de extingdo milimolar da hemoglobina que, nesse comprimento

de onda, e de 13,8.
c. Determinagiio da atividade da anidrase carbonica eritrocitaria

A técnica wutilizada foi descrita originalmente por Tashian
(1967) e maodificada por Norato (1987), peia utilizacio de acetato de
alfa-naftila ao invés de acetato de beta-naftila como substrato da
enzima.

Em dois tubos de hemolise 75 x 11 mm, foram pipetados, com
pipeta automética: 2,05 ml do hemolisado 1/40 (v/v) em Agua destilada,
ao qual se acrescentou 4,0 ml de alfa-naftila a {,7 mM em tampio fosfato
@,%2 M pH 7,0 contendo dioxana a 2X.

A um dos tubos foi adicionado, antes do substrato, 1,86 ml de
acetazolamida a 8 mM em uma solu¢aoc diluida de NaOH, seguindo-se a
incubacdo em banho-maria durante 20 min. a 370 C. Ao outro tubo a
acetazolamida foi adicionada apds o periodo de incubagZo. Ao final foi
acrescentado, a ambos os tubos, 0,5 ml de S-cloro-o-toluidina (Fast Red-

TRsalt) a 2 mg/ml em uma solu¢ao de lauril-sulfato de sodio a 1,2%.
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Apos aguardar 15 min. para o completo desenvolvimento da cor
a absorvincia foi medida em 555 nm contra tubos brancos contendo 3agua
destilada em lugar da enzima e seguindo os mesmos procedimentos acima.

Durante o ensaio o pH da mistura de reacdo foi mantido entre
7,0 e 7,2, pois valores de pH superiores a esses determinam hidrdlise
espontanea ¢ significativa do acetato de alfa-niftila (Mestriner, 1970).

A atividade da anidrase carbdnica correspondeu a diferenga
A 555 tubo 2 - A.555 tubo 1, sendo o tubo i aquele que recebeu o
inibidor no inicio da reagdoc e o tubo 2 o que recebeu acetazolamida
apos transcorridos os 2@ min. de incubacdo a 37° C.

A atividade especifica foi calculada em relagdo a quantidade
de hemoglobina presente no hemolisado e expressa em U/mgHb, onde U

significa u moles de alfa-naftol/ min./ ml do hemolisado.

d. Quantificacio protéica da anidrase carbonica eritrocitaria

d.y Extragdo da enzima
Para a obteng3o de uma solugao de anidrase
carbonica eritrnc;téria parcialmente purificada foi utilizada a técnica
da extragio pelo etanol-clorofarmio de Tashian e Carter (1974).
Foi realizada hemdlise de @,5 ml do concentrado de hemacias
lavadas {(que foram previamente separados em aliquotas de 1,0 ml, e
conservados a -209 C) em 3 volumes de agua destilada gelada (42 C). £m
seguida, mantendo-se o hemolisado em banho de gelo, ~acrescentou-se ,
gota a gota, simultaneamente e sob agitakio constante, 0,5 m] de etanol

a 95% e @,462 ml de clorofdrmio, ambos a temperatura de @9 C, mantendo-se

a agitagio durante mais 15 min. Apos repouso de 30 min. centrifugou-se o
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material em centrifuga refrigerada a 4° C, durante 30 min. a &6.000
r.p.m.

0 sobrenadante foi filtrado em papel de filtro, o qual serviu
para =a realizacio da eletroforese da anidrase carbdnica e a dosagem do

conteddo proteico desse material.

d.p» Dosagem da concentragdo de proteina

A dosagem de proteina da solugio de anidrase carbonica, foi
feita pelo metodo da reacio do biureto (Allan, 1948 ; Layne,1937).

Acrescentou-se 9,5 m] da solugdo de anidrase carbonica
parcialmente purificada a 2 ml de solugdo de biurete. Apds repouso
durante 3@ min. A temperatura ambiente, mediu-se a absorvdncia da
solu¢io em 546 nm. O cdlculo da concentragio de proteina, em cada
amostra, foi realizado pela comparacio dos valores de absorvancia
obtidos com aqueles de uma curva padrio preparada com solugdo de
albumina bovina.

Com os dados da concentragio de proteina da solucao e o volume
total obtido na purificacio de 9,5 ml de concentrado de hemicias,
talculou-se a.conc;ntracﬁo de anidrase carbdnica por ml de concentrado
de hemacias pela formula:

2 x mg/m) da solugio x vol. da solucio m)

mg/ml de hemicias = ——=—=—--r—--esosm———me—mm—o—eamooo oo

Vol. do conc. de hemacias ml
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d.3 Eletroforese da anidrase carbénica

A eletroforese para determinacdo das concentracles das
isozimas da anidrase carbbnica eritrocitaria foi realizada em fitas de
acetato de celulose, tamp3o tris glicina pH 8,6 sob 180 Volts, durante
6@ min.

Ao término da eletroforese reaiizou—se a coloracdo e fixagao
das fitas em Ponceau §, a 9,5% em acido triclorocacetico, durante 1,5
min. A seguir, fol realizada a descoloragio do fundo pela imersio das
fitas em dcido acético a 5%, em trés cubas distintas, na primeira
durante 1@ wmin., na segunda durante 1 hora e na terceira durante 24
horas (Ruiz-Reyes e Ramirez-Zorrila, 1948 ; Tashian e Carter, 1974).

Apos a fixacdo procedeu-se i diafanizag3o das fitas de acetato
ge celulose pela sua desidratag3ao em metanol durante 1 minuto, seguida
de imersao durante 1 minuto em uma solu¢iio constituida de 85 ml de
metanol, 13 ml de acido acético e 2 ml de glicerina. As fitas foram,
ent3o, montadas em l3aminas e incubadas em estufa a 4@° C, durante
aproximadamente 5 minutos.

A densitometria das fitas diafanizadas fornece um grdfico que
apresenta 3 picos correspondentes as isozimas CAII, CAI e CAI(1), a
partir do qual se pode calcular, o percentual de cada isozima. Assim,
conhecendo-se a concentragcdo total de proteina presente na solugio
utilizada para a eletroforese, pode-se estimar a concentracdo de cada

1sozima, sendo o0s resultados expressos em miligrama de proteina por

mililitro de concentrado de hemiacias (mg/mi).
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d.4 Dosagem do zinco plasmitico

0 zinco plasmatico foi dosado de acordoc com o metodo proposto
por Kaplan (199@), para a dosagem em espectrofotdmetro de absorc¢do
atomica com chama. A a2mostra de plasma,cerca de 1 ml, foi diluida na
proporgio de 1:5 em agua desionizada, a leitura foi vrealizada no
espectrofotometro Zeiss, modelo FMD-4, A concentragao de zinco, em cada
amostra, expressa em ug/dl de plasma, Foi‘calculada pela compara¢io da
amostra com aquela fornecida por uma curva padrac. Para evitar

contamina¢io pelo =zinco, todo o material de vidro utilizado foi

previamente lavado com acido nitrico.

d.5 andlise estatistica
A comparagao das meédias das variaveis quantitativas no grupo
de pacientes e no grupo controle, foi realizada pelo teste t de Student

e a associagdo entre as variaveis por meio do cidlculo do coeficiente de

correlacio simples.
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RESUL.TADOS E DISCUSSAO

Os valores das varidveis investigadas nos pacientes com gquadro

clinico sugestivo da doeng¢a de Alzheimer, est3o relacionados nas tabelas

II1 e IV, enquantg gque os valores das varidveis estudadas no grupo con-

trole, estao relacionadas nas tabelas V e VI.

Tabela III Concentraglo e atividade da AC eritrocitaria em
pacientes com quadro clinico sugestivo da doenca
de Alzheimer.

PACIENTES IDADE SEXD CONCENTRAGAD (mo/m) de hemacias)  ATIVIDADE

CAII CAI CA 1y CAtotal (U/mgHb)

HK.P. 76a F 9, 3845 2,733 e,40%2  3,5274 98,1299

L.B.S. 752 F e,1781 1,563  o,147¢  1,88536 0,1377

0.F. é3a N 8,1542 1,345 0, 4216 1,387 #1454

B.P. béa H 8,2192 1,53%2  e,i274  1,B854 ¢, 4012

H.D.V. 78a F 6,2052 1,2447  0,1384 1,5874 0,1576

HAL. 67a F 0,2010 1,6237  @,1607  1,9850 09,1308

N.GH b0a L e, 119t 1,0958  0,1231 1,3386 é,1148

NC. Sba F 6,080 8,892  @,0940  {,0900 8,1932

M.A.SB. 57a F 0,1242 8,8927 0,0730 1,090 e, i2e7

P.R. 75a " 0,290 1,4400 08,1381  1,7846 ,1554



Tabela IV Dosagens de Hb total e Zn plasmatico em pacien-
tes com quadro clinico da doenga de Alzheimer.

PACIENTES Hb (g/d}) ZINCO {ug/dl)
H.K.P. ' 9,6232 ’ 26
L.B.S. 11,4203 192
0.F. 13,4783 244
B.P. 13,2174 12e
H.D.V. ¥,9632 192
HAL. 15,0725 120
N.O.M. i5,3423 138
N.C. 13,2174 148
M.ASB. 10,6087 126

P.R. 14,6290 189
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Tabela V Concentracio e atividade AC eritrocitaria no grupo

controle.

PACIENTES

H.G.C
A.G.S.
6.D.6.
F.R

N.G.

J.F.§.
J.H.A.
H.H.F.

P.M.

IDADE SEXO

&%a

79a

bba

Sba

958a

bia

7éa

0,3237
0,1549
8,1476
0, 1014
¢,2000
0,1447
8,1537

90,2704

Y T T

LIOS7 6,447 1,9850
2,0775 0, 1624 2,5820
2,437 @,1752 2,4320
0,8747 09,1874 1,139
0,9999  ,1904 1,3386
89,9143 90,0722 11,0900
1,3248 90,1619 1,4B70
1,3341 0,1093 1,35874
1,2172 09,1229 1,4880
1,9640 e,1413 2,3839

o o 8 A T 7 b B Y

v 2 gy 2

06,2750
0,3635
90,1185
€,2100
¢,235¢
¢,1538
9,2185
¢,3140
¢,2574

8,2343



Tabela VI Dosagens de Hb total e Zn plasmiatico no grupo

controle.

2 = = = P A = o T ke = o e R e e T o R o S e L e A o i S . A o Y T TR T P

CONTROLES

Hh (g9/d1)

ZINCO (ug/d})

-------------------------------------------------------------------- A

N.D.
HG.C
.65
6.D.6.
F.R.
N.G.
JF.S5
JHA.
H.H.F,

PH.

12,2099
24,6842
17,2174
11,8841
11,1884
21,2174
24,5048
14,2689
13,6232

20,2319

]

9%
106
120

B4

9
154

78
148
246

114
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Na tabela VII encontram—se relacionados os maiores € 0S5 menores

valores das variaveis estudadas.



Tabela VII Valores minimos e maximas

das variaveis estudadas.

Variaveis Grupo Controle Pacientes
i. Idade 56 -7 56 - 78
2. Hb (g/dl) 11,1884 - 24,5048 ‘ 9,552 - 15,4783
3. In (ug/dl} 78,0000 - 246,0000 94,0000 - 246,0000
4. Atividade

especifica 0,185 - 10,3146 0,1168 - @,4ei2
5. [1CAII @,1816 - 0,3415 0,880 - 90,3845
6. [1CAl 8,8767 - 2,327 8,8927 - 2,733¢
7. 11 CALy o,0722 - 90,1504 9,0730 -~ 09,4092
8. 11 Chrotal 1,090 - 2,6320 1,0900 - 3,5274

Na tabela VII] estH8o relacionades os coeficientes de correlagdo
entre a atividade especifica e as demais varidveis analisadas, demons-
trando n3o haver correlacfo significativa entre a primeira e as demais,

tanto no grupo controle quanto no grupo de pacientes com quadro clinico

sugestivo da doenga de Alzheimer.
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Tabela VIII. Correlacio entre atividade especifica
e demais varidveis estudadas.Entre parénteses

constam as funcOes gque fornecem o maior valor do caoeficiente

de corvrelagio.

" " ) 58 W - A7 T R A8 -

g o - s i

GRUPD CONTROLE ,PACIENTES

Atividade especitica

Varidveis

1. idade 8,1322 (Exp) -9,0456 (Lin)
2. Hblg/dl) -9,2738 (Pot) 0,0944 (Loa)
3. In{ug/dl) 8,14678 (Lin) -9,1471 (Lin)
5. CAll -0, 1444 (Exp) 08,1242 (Log)
4. CAl 60,1023 {Log) 0,8484 (Log)
7. CAalt 0,0828 {Log) -9,1797 (Exp)
8. CAtotal @,0924 (Log) -8,0498 (Exp)

— o o 0 1t A i

Na tabela IX estad relacionada a comparacio das médias da varia-
vel atividade especifica, entre o grupo controle e o0 grupo dos pacien-
tes com quadro clinico sugestivo da doenca de Alzheimer, obtida pela

aplica¢ido do teste t de Student.
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Tabela IX Comparacio das médias da atividade especifica.

Atividade especitica . MHedia desvio n
(U/mgHb ) padrio

Grupo controle 0,2335 @, 0619 ié

Pacientes 9,149 0,0845 19

t =1,9484 ; G.L. = 1B ; p = 0,0672

A comparacio das meédias da variavel concentra¢io das isozimas da

AC eritrocitarias est3o, por sua vez, relacionadas na tabela X.
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Tabela X Comparagcio das medias da concentragac das

ispzimas da AC eritrocitaria.

Grupo controle Pacientes
Media Desvio padrio Média Desvio padrido
CAll 0,2007 9,081 ¢, 18%0 90,0809 t = 80,3218
p = 0,754
CAl 1,4553 $,4819 51,4348 @,3249 t o= 0,0909
p = 4,92084
CAL4 #,1355 ¢,0349 98,1532 9,0934 t = 90,5574
p = 8,5842

A analise dos dados obtidos mostraram que o padr3o da AC eri-
trocitaria dos pacientes com quadro clinico sugestivo da doenca de Alz-
heimer n3o difere significativamente daquele dos individuos normais de
mesma idade e raca, diferindo, porém, do padr3o demonstrado por aqueles
individuos portadores da sindrome de Down, uma vez que esses pacientes
tem um aumento significativo da concentragic eritrocitaria da isozima
CAI. Esse achado sugere gue, caso a AC tenha um papel na fisiopatogenia

dessas duas enfermidades, ele nio é idéntico em ambas.:
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V- RESUMO

A anidrase carbonica (AC) (EC 4.2.1.1) é uma metaloenzima que
contém um atomo de zinco. Sua fungd3o de maior importancia é a hidrata-
¢io do dioxido de carbono e a desidratagio do dcido carbonico, sendo o
seu substrato natural o dioxido de carbono. Na espécie humana foram re-
conhecidas, até o presente, sete isozimas da anidrase carbonica, as
quais diferem entre si quanto & estrutura molecular e as propriedades
cineéticas, especificidade pelo substrato, padrées de inibigdo, de efi-
ciéncia catalitica, além da distribui¢io tecidual. A mais alta concen-
traclo da anidrase carbdnica é encontrada nos eritrécitos, nos quais se
reconhecem trés isozimas (CAI, CAII e CAIII).

Sabe-se, atualmente, que algumas doengas est3do associadas a
variacBes quantitativas e/ou qualitativas das isozimas eritrocitdrias da
anidrase carbOnica. Visto que as pessoas com trissomia do cromossomo 21
(sindrome de Down) mostram aumento significativo da quantidade da CAl
eritrocitaria, passou a ser de crucial importdncia investigar se ocorre-
ria fenGmeno idéntico nos pacientes com a doenga de Alzheimer, pois €
notoria a coiﬁcidéécia de alguns sinais nessas duas enfermidades, tais
como a degeneragio granulovacuolar de neurdonios, placas senis, enovela-
dos neurofibrilares, calcificacBes cerebrais e alteragdes do metabolismo
dos peroxidos.

A atividade total da anidrase carbdnica eritrocitaria e as
concentragdes de suas isozimas e do zinco plasmatico foram investigadas
em 10 pacientes com diagnostico clinico confinante & certeza de doenca

de Alzheimer e em 10 individuos sadios, que se assemelhavam aos pacien-

tes quanto & idade, sexo e raga (grupo controle). A determinagdo da
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atividade total da anidrase carbdnica baseou-se na sua inihi¢80 por ace-
tazolamida, usando o acetato de alfa-naftila como substrato. As concen-
tracdes das isozimas foram determinadas por densitometria, apos eletro-
forese, em fitas de acetato de celulose, das solugfes parcialmente puri-
ficadas. A concentracio de zinco plasmatico foi obtida por intermedic de
espectrofotometro de absor¢ao atémica com chama.

A atividade total da anidrase ;arbﬁnica dos pacientes nao di-
feriu da observada no grupo controle. Esses dois grupos também nio dife-
riram quanto a distribuic3o das isozimas eritrocitdrias e a concentracao
de zinco plasmatico. Tais resultados conduzem a seguinte conclusdo: o
padrio da anidrase carbdnica eritrocitaria dos pacientes com gquadro cli-
nico sugestivo de doenga de Alzheimer & diferente daquele encontrado em

individuos com sindrome de Down, mas nio difere daquele apresentado por

pessoas normais.
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Vi- SUMMARY

Carbonic anhydrase (CA) (EC 4.B.1.4) is a zinc-containing met-
talloenzym, wich central function is the hydration of carbon dioxide and
the dehydration of carbonic acid, and its natural substrate is carbon
dioxide. So far, in human species only seven isoaymes of carbonic anhy-
drase have been identified, wich differ from each other concerning their
molecular structure, kinect properties, specifity from substrakte, inhi-
biton sensitivity and catalytic in addition to tissue distribuition. The
highest concentration of carbonic anhydrase is founded in erythrocytes,
in wich three isozymes (CAI, CAI]l and CAIII) are recognized.

As 1s well know , some diseases are associated to quantitative
or qualitative variations of carbonic anhydrases erythrocytes isozymes.

Cocerning that people with Down:s sundrome (chromossome 21
tryssomy) show significative increase of erythrocyte CAI, it seemed ex-
tremelly important to investigate if the same occurs in pacients with
Alzheimer's disease, since there is a prominant coincidence in some of
the signs of Lhe {wo diseases, such as granulovacuolar degeneration of
neurons, senile plagues, neurofibrillary tangles, cerebelary calcifica-
tions and alterations of peroxide metabolism.

The whole activity of erythrocytic carbonic anhydrase and its
ispzymes and plasmatic zinc concentrations were investigated in 1@ di-
seased with cllinical diagnostic suggesting Alzheimer:s disease and 190
healthy people, with simmilar caracteristics of the diseased as for age,
sex and race (control group). The determination of the whole activity of

carbonic anhydrase was based on its inhibition by acetazolamide, using
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alpha-naphtyl acetate as substrate. Concentration of isozymes was deter-
minated by densitometry, after electhrophoresis in cellulose acetate
membrane of partially purified solutions. Concentration of plasmatic
zinc was measured by atomic absorption spectrophotometry (with flame).
Carbanic anhydrase total activity was similar in diseased
group and the control group, as wel) as both groups did not differed
concerning the distribuition of erythrocytic isozymes and plasmatic
zinc. These results conduct to the follow conclusion: the role of
erythrocytic carbonic anhydrase of the people with clinical diagnostic
suggesting Alzheimer:'s disease is different to that the found in people

with Down:s syndrome.
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