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INTRODUCAO

RESUMO

O presente trabalho pretendeu analisar a relago entre a actividade da acetilcolinesterase (AChE) eritrocitéria
¢ a fluidez da respectiva membrana globular traduzida pela polarizagfio de fluorescéncia da sonda 1,6 — difenil
1,3,5, — hexatrieno; DPH. Para os efeitos, em amostras de sangue de 34 doentes (18 F e 16 M) diagnosticados com
a doenga de Alzheimer foram determinadas a concentrago de hemoglobina, o hematécerito, as actividades
colinesterdsica das enzimas plasmética (butirilcolinesterase, BuChE) e eritrocitdria (AChE), e a polarizagiio de
fluorescéncia da sonda DPH apés inserg#o na membrana eritrocitdria. Os resultados destes parimetros bio-
quimicos foram comparados com os obtidos em amostras de sangue de 34 individuos voluntérios aparentemente
sauddveis (com a mesma variacfio etdria 53-82 anos) ¢ nfo apresentaram diferengas significativas. Ndo foi
observada correlagfio entre os valores de actividade da AChE e da polarizagiio de fluorescéncia, nem no grupo
controlo nem no grupo de doentes com Alzheimer. Verificou-se correlagio negativa (r= -0,82; p<0,001) muito
significativa entre a concentragio média de hemoglobina globular (razéio entre os valores de hemoglobina e
hematécrito; CMHG) e a actividade da acetilcolinesterase eritrocitdria, no grupo de doentes com Alzheimer. Esta
correlagfio sugere que qualquer variaglio da viscosidade interna globular (ou d¢ CMHG) possa afectar indirecta-
mente a actividade enzimética da AChE e por consequéncia contribuir para (i) a falta de interrelagfio da actividade
daenzima com a fluidez lipidica da membrana, e (ii) a auséncia de diferenga significativa dos valores da AChE entre
os dois grupos (controlo e doentes diagnosticados com doenca de Alzheimer). Com os resultados obtidos no
presente trabalho anulam-se as hipdteses de considerar a actividade enzimética da AChE e/ou a sua interrelagéio
com a fluidez lipfdica como possiveis marcadores biol6gicos da doenga de Alzheimer.

SUMMARY
Evaluation of blood esterases in Alzheimer's Disease.

The aim of this work was to evaluate a possible correlation between erythrocyte acetylcholinestase activity
(AChE) and membrane fluidity expressed by fluorescence polarization of — 1,6 — diphenil 1,3,5 — hexatriene
(DPH). Blood samples of 34 Alzheimer’s patients (18 F and 16 M) were obtained and haemoglobin concentration,
haematocrit, plasma (butyrylcholinesterase, BuChE) and erythrocyte (AChE) esterase activities and fluorescence
polarization after introduction of DPH in erythrocyte membrane have been determined. Results were compared
with values obtained from blood samples of 34 apparently healthy volunteers with the same age variation (53-82
years). There was no correlation between AChE activity and fluorescence polarization in the control group nor in
the patients’ group. There was a significant negative correlation (r= -0.82 ; p<0.001) between mean corpuscular
hemoglobin concentration (MCHG) and erythrocyte acetylcholinesterase activity in Alzheimer's patients. This
correlation suggests that any variation of internal globular viscosity (or MCHG) may indirectly affect AChE
enzymatic activity and consequently contribute to the loss of interrelation between AChE activity and membrane
lipid fluidity, verified in the present work. A biological marker for Alzlieimer's disease diagnosis remains to be
discovered.

mismo?® descrito para a AChE eritrocit4ria e paraa butirilcolines-
terase (EC 3.1.1.8, BuChE, esterase sintetizada no figado e
secretada para o plasma®*) poder4 estar na origem da controvérsia

A doenga de Alzheimer (DA) é uma forma de deméncia de
causa desconhecida, que afecta as pessoas com mais de 50 anos
e constitui um dos maleficios da prolongada longevitude.

A investigacdo orientada para a obten¢io de um marcador
biolégico que facilite o diagnéstico da D.A. tem contribuido para
arealiza¢@o de estudos de avaliagdo de actividade enzimética da
acetilcolinesterase presente no liquido cefalo-raquidiano e san-
gue.

A acetilcolinesterase (EC 3.1.1.7 AChE) é uma das enzimas
intervenientes no metabolismo da acetilcolina responsédvel pela
hidrélise daquele neurotransmissor.

Foram identificadas vérias formas moleculares (solivel asso-
ciada 2 membrana, assimétrica e ndo extractiva) estando a tetra-
mérica (associada 3 membrana) diminuida nos neurénios colo-
nérgicos’ ou no plasma? de doentes com aquela doenga neurode-
generativa. A forma soldvel ndo varia quantitativamente na
doenga de Alzheimer em relagio ao normal, talvez porque se
encontra nos neurénios internos do cortex cerebral'. O polifor-
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gerada a partir dos valores obtidos para as actividades en-
zimggicas sangufneas dos individuos com a doenga de Alzhei-
mer>’.

Tem sido sugerido que a actividade enzimitica da AChE
eritrocitdria est4 dependente da fluidez lipidica associada ao
ordenamento da zona hidrofébica dos fosfolipidos da membra-
na®®. Neste trabalho pretende-se avaliar a fluidez lipidica da
membrana de glébulos intactos de individuos com a doenga de
Alzheimer e verificar a possivel relagio com a actividade en-
zimdtica da acetilcolinesterase.

MATERIAL E METODOS

Populagiio — Amostras de sangue foram obtidas, ap6s prévio
consentimento, de 34 doentes (18 F e 16 M) diagnosticados com
a doenca de Alzheimer'® e de um nimero igual de individuos
voluntirios aparentemente saudédveis com a mesma variagio
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etiria (53-82 anos) e distribuigdo por sexo. Os doentes apresen-
tavam sindrome demencial progressiva confirmada por exame
neuropsicol6gico; a histéria, o exame clinico e os exames com-
plementares (TAC cranioencefélico e anélises de sangue e urina)
ndo revelaram patologia que pudesse estar na sua origem.

Parametros bioquimicos — Nas alfquotas de sangue heparini-
zado (15 Ul/ml) determinou-se (i) a concentrag@o de hemoglobi-
na (Hb com um Hemoximetro, OSM Radiometer), (ii) o valor de
hemat6erito (Ht) por micro-método com centrifugagdo a 12,000
durante 5 min. numa centrifuga ALC 4223, (iii) a actividade
enzimética da butirilcolinesterase plasmética (BuChE) e da
acetilcolinesterase eritrocitiria (AChE), segundo o principio do
método de Ellman'!, e (iv) a fluidez lipidica pela polarizagfio de
fluorescéncia p de suspensdes de glébulos intactos (tampdo
fosfato 155 mM pH 7,4) adaptando a metodologia de Schiliro'2,
As intensidades de luz polarizada emitidas (Aem = 465 nm)
paralela e perpendicularmente A luz polarizada incidente (Aexc =
352 nm) foram determinadas nas suspensdes globulares marca-
das com DPH 20 uM (sonda que se insere preferencialmente na
zona hidrof6bica dos fosfolipidos de membrana) e os seus
valores subtraidos dos obtidos na auséncia da sonda (asseguran-
do deste modo a participagdo de qualquer elemento fluorescente
presente na amostra).

Valores elevados de p significam menor capacidade de rota-
¢do da sonda (1,6 —difenil 1,3,5 — hexatrieno; DPH) na membra-
na e, em consequéncia, maior ordenamento lipidico nesta, isto &,
menor fluidez lipidica na zona hidrofébica dos fosfolipidos de
membrana.

Os valores de concentragio média de hemoglobina globular
(CMHG) si3o, obtidos do quociente entre os valores da concen-
tragdo de hemoglobina e do hemat6crito. Uma unidade da acti-
vidade colinesterasica corresponde a uma micromole de tiocoli-
na formada por minuto nas condi¢bes experimentais (5 minutos
de incubag@o a 25° C).

Anilise estatistica — Para a interpretagfo estatistica dos resul-
tados foram utilizados o coeficiente de correlagdo de Pearson e
a andlise de regressdo linear.

Considera-se que um resultado € significativo quando p<0,05
(two-tailed).

RESULTADOS

Os valores de Hb, Ht, CMHG, AChE, BuChE e polarizagéo de
fluorescéncia, avaliados nas amostras de sangue obtidas de
doentes com Alzheimer e de individuos aparentemente saudéveis,
estdo apresentados no Quadro 1.

A comparagio dos valores dos parimetros bioquimicos entre
o grupo de doentes com Alzheimer ¢ o grupo de controlo ndo
revelou diferenca significativa.

O tnico pardmetro, que nas amostras de sangue dos doentes
com Alzheimer, apresentou tendéncia para valores mais eleva-
dos do que nas amostras dos controlos, foi a AChE. No entanto,
ndo foi observada correlagdo entre os valores de actividade
enzimdtica da esterase eritrocitdria (AChE) e o graude ordem dos
fosfolipidos da membrana dos gl6bulos intactos, nem no grupo
controlo nem no grupo de doentes com Alzheimer.

Considerando o grupo de doentes com Alzheimer verificou-se
correlagdo negativa significativa (r = -0,82, p<0,001) entre a
concentra¢cdo média de hemoglobina globular e a actividade da
AChE (Fig. 1).

DISCUSSAO

A auséncia de diferenga significativa entre os valores das
actividades enzimdticas da acetilcolinesterase eritrocitiria e da
butirilcolinesterase plasmdtica obtidos no grupo com doenga de
Alzheimer relativamente ao grupo controlo estd de acordo com
os trabathos de Markesbery e al.’, Atack e al.® e Garcia e al."*.
Todavia, estes resultados contrastam com os referidos por outros

grupos™4,
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QUADRO 1 - Valores (médiat desvio padréo) dos paridmetros
bioquimicos determinados em amostras de sangue de individuos com
doenca de Alzheimer (n=34) e de um nimero igual de individuos
voluntirios aparentemente sauddveis (grupo controlo).

Pardmetros bioguimicos Grupo de doentes Grupo controlo

com Alzheimer (n=34)
(n=34)

Hemoglobina (g/dL) 13,611,4 14,2420

Hemat6crito (Ht) 41,613,2 40,045,0

Concentragdo média de 32,043,1 33,042,0

hemoglobina

globular (g/dL)

Acetilcolinesterase 296,6+44,9 321448

(Ul/mgHb)

Butirilcolinesterase 17361490 17791934

(ULL)

Polarizagio de 0,28610,044 0,29710,039

fluorescéncia (s.d)

A discrepénciade valores para a actividade de AChE que existe
quer em amostras de liquido céfalo-raquidiano!*'%!7 quer de
glébulos vermelhos®”!*!4 exclui a AChE como possivel marca-
dor da doenga de Alzheimer.

Os valores do grau de ordem da zona hifrofobica (dado pela
polarizag@o de fluorescéncia) dos fosfolipidos da membrana eri-
trocitiria dos doentes nfio diferiram dos obtidos do grupo de
controlo, nem se correlacionaram com os valores da actividade
de AChE. A faltade correlagio ndo permite que se considere o par
AChE —polarizag3o de fluorescé€ncia como indicador da doenga
de Alzheimer.

No presente trabalho, a um aumento da actividade enzimética
da AChE de gl6bulos de doentes associa-se menor concentragio
média de hemoglobina globular (Fig. 1)
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Fig 1 - Correlagio negativa entre os valores da concentragio média de he-
moglobina globular (CMHG) e da actividade da acetilcolinesterase eritro-
citaria AChE (r= -0,82; p<0,001), obtidos em amostras heparinizadas de
sangue de individuos com doenga de Alzheimer.

Esta correlagdo negativa (r= -0,82 p<0,001) sugere que o
aumento da viscosidade intraeritrocitdria induza a criagéio de
forgas que, ao contrariarem as forgas electrostéiticas de expansao
do citoesqueleto'®, se repercutam 2 superficie globular, contri-
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buindo para menor actividade enzimdtica da AChE e para a
alteragdo da possivel correlagfo desta com a fluidez da membra-
na (indicada pela polarizagfo de fluorescéncia).

A densidade eritrocitdria (CMHG) pode comportar-se com um
pardmetro fisiopatolégico, associado 2 expressdo fenotipica de
vérias hemoglobinopatias**?, apresentando valores diferentes
com O sexo € a raga®'.

Ainterdependénciados valores de CMHG com a concentragdo
i6nica (Na+ e K+) intraglobular consoante o sexo e a raga?!
poder4 indicar um estado de desequilibrio iénico eventualmente
presente na doenga de Alzheimer, que influenciaria a actividade
da AChE. Sabe-se que o comportamento cinético da AChE na
forma pura é modificado na presenga de concentragdes vérias de
catides monovalentes?2. Assim, ndo € de excluir que este efeito
também se verifique relativamente 2 actividade da AChE na
doenga de Alzheimer. Poder-se-4 sugerir que a correlago nega-
tiva entre valores da CMHG e a actividade da AChE eritrocitaria
na doenga de Alzheimer resulte (i) dainfluéncia da concentragdo
de ides extracelulares na actividade enzimitica e/ou (ii) da
reacgdo das forgas intracelulares de interacgdo hemoglobina/
protefnas de membrana com repercussdes a superficie da mem-
brana globular.

Da anélise dos resultados do presente trabalho conclui-se que
(i) nem a actividade da AChE nem a relagio AChE/fluidez
lipidica possam ser considerados como marcadores biolégicos
da doenga de Alzheimer, e que (ii) a correlagio negativa estabe-
lecida entre CMHG e AChE venha a constituir um {ndice da
evolugdo da doenga de Alzheimer.
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