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RESUMO

Os erros inatos do metabolismo (EIM) compreendem um grupo de desordens hereditarias
causadas normalmente por uma deficiéncia total ou parcial proteica, geralmente enzimatica,
que afeta rotas metabdlicas levando ao acimulo de metabdlitos intermediarios tdxicos ou
diminuindo a formagéo de produtos derivados. A categoria de EIM com maior frequéncia
corresponde as aminoacidopatias, 0s erros inatos do metabolismo de aminoacidos. A
fenilcetondria (PKU) foi a primeira aminoacidopatia estudada e a de maior incidéncia na
Ameérica Latina. Esta desordem é consequéncia, em sua forma classica, de uma deficiéncia
na enzima fenilalanina hidroxilase hepatica (PAH), que catalisa a hidroxilacdo da
fenilalanina (Phe) em tirosina, acumulando Phe nos liquidos e tecidos dos afetados, levando
a disfuncdes neuroldgicas e outros sintomas clinicos. Estresse oxidativo é o termo utilizado
qguando ha um desequilibrio entre as espécies reativas e as defesas antioxidantes. O acimulo
de Phe provoca estresse oxidativo e alguns estudos propdem a hip6tese do estresse oxidativo
estar diretamente relacionado com as disfuncfes neuroldgicas apresentadas pelos pacientes.
Neste trabalho foi avaliada a possivel estratégia antioxidante da associacdo de creatina +
piruvato em um modelo de PKU (administra¢do de fenilalanina + a- metil-DL-fenilalanina,
um inibidor da PAH) sobre alguns pardmetros de estresse oxidativo em hipocampo, cortex
cerebral e cerebelo de ratos Wistar com 21 dias de idade. Esta coadministracdo de creatina
com piruvato foi eficaz em proteger as estruturas analisadas das alterac6es do contedo de
sulfidrilas, oxidacdo do DCFH, atividade das enzimas catalase, superoxido dismutase e

glutationa peroxidase no modelo de PKU.



1. INTRODUCAO

1.1. Erros Inatos do Metabolismo

Os erros inatos do metabolismo (EIM) compreendem um grupo de desordens
hereditarias causadas normalmente por uma total ou parcial deficiéncia proteica, geralmente
uma enzima, que consequentemente afeta uma rota metabdlica, levando ao acumulo de
metabdlitos intermediarios toxicos ou diminuindo a formacéo de produtos derivados da rota
(Mak et al., 2013).

O termo foi proposto pelo médico inglés Archibald Garrod quando estudava
pacientes com alcaptondria. Embasado nas leis de Mendel, propds um modelo de heranca
autossdmica recessiva (Garrod, 1923); um tempo depois Beadle considerou que todos 0s
processos bioquimicos do organismo ocorrem sob controle génico, portanto, mutagdes

génicas levariam a rotas bioquimicas deficientes (Beadle e Tatum, 1941).

Os EIM estdo presentes em pacientes de qualquer etnia ou idade, desde estagios
fetais a avancados, afetando qualquer tipo de célula (Mak et al., 2013). Quanto aos sintomas
e manifestacdes clinicas, destaca-se muita variacdo, dependendo da rota metabolica e tecido
envolvidos, podendo ser de nulos/brandos até graves/incapacitantes, inclusive levando a
morte. Alteracfes no desenvolvimento do sistema nervoso central sdo os aspectos clinicos

mais comuns dos EIM (Gropman, 2012).

Desde os primeiros estudos de Garrod até o0 momento, mais de 1.000 EIM diferentes
foram identificados. Individualmente eles séo raros, porém quando analisados em conjunto a
incidéncia cumulativa é de aproximadamente 1 em cada 800 nascidos vivos, representando
10% de todas as doencas genéticas (Mak et al., 2013). Diversas classificacGes para 0s
mesmos tém sido aplicadas, a mais utilizada leva em consideragéo a area do metabolismo
afetada: EIM de 4cidos organicos, aminoacidos, glicidios, glicoproteinas,
glicosaminoglicanos, purinas e pirimidinas, enzimas eritrocitarias, metais, lipoproteinas,
horménios e proteinas plasmaticas (Scriver et al., 2001). Aproximadamente 1/3 dos EIM
correspondem aos erros inatos do metabolismo de aminoacidos (aminoacidopatias), sendo a

fenilcetondria (PKU) a de maior incidéncia na América Latina (Hoffmann, 1994).



1.1.1. Fenilcetonuria

A fenilalanina (Phe) é um aminoacido aromatico essencial proveniente da dieta
humana, indispensavel para a sintese proteica e para biossintese de outros metabdlitos
(Womack e Rose, 1934). Este aminoacido pode ser incorporado por proteinas celulares, ser
convertido em &cido fenilpirdvico ou em tirosina (Tyr); normalmente 75% da Phe é
convertida em Tyr por hidroxilacdo e 25% € incorporada a proteinas (McGee et al., 1972).
Através da dieta, a Phe é absorvida pelo organismo e € reciclada através do pool de
aminoacidos. A hidroxilacdo de Phe é feita pela enzima fenilalanina hidroxilase hepatica
(PAH) juntamente com O, e com seu cofator tetraidrobiopterina (BH,4), o qual é oxidado a
di-hidrobiopterina (BH;) e deve ser reduzido de volta a BH, para que a PAH continue
formando Tyr (Scriver, 2001) (Figura 1). Esta reacdo dependente de BH,4 é o0 passo inicial e
limitante na degradacdo de excesso Phe proveniente de proteinas na dieta, no qual a Tyr é

degradada a produtos que sao metabolizados no ciclo dos acidos tricarboxilicos.
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Figura 1: Metabolismo da Fenilalanina em humanos (Adaptada de (Champe et al., 2004)

Asbjorn Folling, em 1934, observou que dois irmdos com retardo mental

apresentavam grandes quantidades de corpos fenilcetbnicos na urina, 0s quais eram



caracterizados por um odor marcante de mofo. Mais tarde descobriu que doses altas de Phe e
proteinas aumentavam a excrecdo destes corpos, propondo um modelo de doenca
autossdémica recessiva do metabolismo da Phe. Décadas depois os estudos se tornaram mais
consideraveis, detectando a deficiéncia da PAH nos pacientes, a toxicidade de Phe, a
participacdo do cofator BH,, a descricdo da estrutura molecular, diagnéstico e tratamentos
(Erlandsen e Stevens, 1999; Kaufman, 1963; Lichter-Konecki et al., 1988; van Spronsen,
2010).

A PKU (OMIM #261600) ¢ resultado, mais comumente, de uma deficiéncia na PAH
ou, mais raramente, na deficiéncia no cofator BH, ou na biossintese de BH,. E uma doenca
autossémica recessiva que leva ao acimulo de Phe e de compostos derivados do seu
catabolismo alternativo, resultando na excrecdo de grandes quantidades destes pela urina
(Scriver, 2001). Quando a rota metabolica da Phe estd bloqueada, ha uma via alternativa
para 0 metabolismo da mesma, onde pode ser descarboxilada a feniletilamina e oxidada a
acido fenilacético e a &cido mandélico, ou ser transaminada a fenilpiruvato, o qual é
convertido em fenilacetato e fenilactato, também encontrados em grandes quantidades na
urina dos pacientes (Clemens et al., 1990; Langenbeck et al., 1992). Hiperfenilalaninemia
(HPA) é o nome dado a diferentes distdrbios resultantes do acimulo de Phe no sangue, que
podem ser classificadas de acordo com as suas concentra¢fes plasmaticas: (1) HPA néo
PKU, na qual os prejuizos ao paciente sdo mais brandos; (2) HPA transitdria, com os niveis
de Phe elevados ao nascer (de 3,5 a 10 mg/dl) mas logo normalizados; (3) PKU atipica,
apresentando niveis estritos de Phe, entre 10 a 20 mg/dl e (4) PKU classica, com niveis
plasmaéticos de Phe superiores a 20 mg/dl e a atividade enzimatica menor que 1% (Scriver,
2001; Smith e Lee, 2000).

Os pacientes fenilcetondricos sdo normais ao nascer, porém sem o tratamento
adequado os sintomas aparecem ja nos primeiros meses de vida. Os sintomas clinicos sao
variaveis e inespecificos, relacionados com as concentracdes plasmaticas do aminoacido;
entre eles: microcefalia, eczema, dificuldades motoras e de comunicacdo, anormalidades
detectadas em eletroencefalograma e ressonancia magnética, hipopigmentacdo dérmica,
atraso no desenvolvimento psicomotor, convulsdes, hiperatividade, baixo QI, agressividade,
hipotonia muscular, tremores, descalcificacdo de 0ssos, retardo no crescimento, disturbios
emocionais e comportamentais (Anastasoaie et al., 2008; Hartnett et al., 2013). Pelo lado
fisioldgico, a elevada concentracdo de Phe afeta indiretamente a formacdo da mielina,

transporte de aminoacidos através da barreira hemato-encefalica, o metabolismo energético
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cerebral e leva a reducdo de neurotransmissores, especialmente dopamina (Huttenlocher,
2000; Surtees e Blau, 2000).

A incidéncia da PKU na populacdo caucasiana € de aproximadamente 1:10.000
nascidos vivos (Williams et al., 2008); no Brasil esta entre 1:12.00 a 15.000 e as regides Sul
e Sudeste sdo, respectivamente, as mais afetadas (Monteiro e Céandido, 2006). A PKU foi o
primeiro EIM para o qual se desenvolveu triagem neonatal (Muchamore et al., 2006) e no
Brasil o Programa de Triagem Neonatal para PKU ja esta implantado em todos os estados,
com a coleta de sangue do calcanhar entre o 3° e 7° dia de vida do bebé, possibilitando
iniciar o tratamento dietético antes de 10-14 dias de idade, antecipadamente aos sintomas
clinicos (Mira e Marquez, 2000)

O tratamento consiste em, basicamente, retirar a Phe da dieta, com restricdo de
proteinas e suplementacdo especial de vitaminas, AA’S essenciais, minerais e outros,
incluindo Tyr, com niveis minimos de Phe; porém a adesdo é complicada, pois este
aminoacido estd presente em praticamente todas as proteinas existentes naturalmente
(Lammardo et al., 2013) e pela falta de palatabilidade das formulas comerciais. Novas
estratégias de tratamento vém sendo estudadas nos Gltimos anos, incluindo suplementos

alimenticios mais palataveis (Ney et al., 2009).

1.2. Espécies Reativas, Antioxidantes e Estresse Oxidativo

Durante o processo da cadeia transportadora de elétrons, uma das etapas da
respiracdo celular, pode ocorrer escape de elétrons, os quais se forem capturados por
moléculas de oxigénio circulantes podem se transformar em espécies reativas, como 0
radical superoxido (O;), o radical hidroxil (OH-) e o perdéxido de hidrogénio (H,O,), como

mostra a Figura 2.

Espécies reativas sdo definidas como moléculas que contém um ou mais elétrons ndo
pareados no orbital mais externo e na maioria dos casos sao radicais livres. Sdo altamente
reativos por conta da sua instabilidade, podendo reagir com qualquer composto formando
uma reacdo em cadeia que pode ser lesiva a varias estruturas celulares; quando estes séo
derivados do oxigénio ou nitrogénio, sdo chamados de espécies reativas ao oxigénio (ERO)
e ao nitrogénio (ERN), respectivamente (Halliwell e Gutteridge, 1984).
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As EROs sdo produzidas naturalmente pelo metabolismo celular, seja por
subprodutos acidentais ou por produtos de reagdes enzimaticas e ndo-enzimaticas, podendo
ser benéficas ou prejudiciais para o organismo (Smith et al., 2007; Valko et al., 2007).

A figura 2 mostra a producdo de algumas destas espécies durante a reducdo do
oxigénio a agua. Entre 0,1 e 4% do oxigénio que ndo é reduzido a agua na cadeia
respiratoria pode gerar EROs, quantidade suficiente para ter efeitos letais caso ndo seja

rapidamente neutralizado (Kaminskyy e Zhivotovsky, 2014).

L

H,0 + OHe

\tF o

H,O

Figura 2: Producéo de espécies reativas durante a redugdo de O, a H,O (Adaptada de Smith et al.,
2007).

Quando em elevadas concentracOes, é gerado um estado pré-oxidante, no qual as
espeécies reativas podem causar danos as estruturas celulares, acidos nucleicos, lipidios e
proteinas; a lesdo permanente do material genético resultante do dano oxidativo é o primeiro
passo para mutagénese, carcinogénese e envelhecimento (Halliwell e Gutteridge, 2007;
Valko et al., 2007; Valko et al., 2006). As alteracGes causadas por este processo oxidativo
podem também alterar a conformacao de proteinas, levando a perda de sua funcdo. Entre as
principais formas de EROs, o radical hidroxila é o mais reativo, porém com menor poder de
difusdo quando comparado com o H,0O,, e 0 anion superoxido possui baixa capacidade
oxidativa (Halliwell, 2000).
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O aparecimento de oxigénio se deu em quantidades significativas ha 2,2 bilhdes de
anos em grande parte devido a evolucdo da fotossintese pelas cianobactérias; a vantagem do
O, ter se acumulado na atmosfera gerou vantagens para 0s organismos, como a protecdo da
radiacdo pela camada de ozonio que favoreceu a colonizacdo terrestre por organismos
anaerdbicos. A adaptacdo aos elevados niveis de oxigénio marcou o aparecimento de
espécies aerdbicas, que desenvolveram defesas antioxidantes contra a toxicidade do O,
aumentando o rendimento de energia e favorecendo o desenvolvimento de organismos

multicelulares complexos (Halliwell, 2006).

As defesas antioxidantes reduzem a formacao de espécies reativas ou promovem a
sua inativacdo, podendo ser qualquer substancia que quando presente em baixa concentracao
comparada a do substrato oxidavel, regenera o substrato ou previne a oxidacdo do mesmo,
segundo Halliweel (2000). Estas defesas podem ser enziméticas ou ndo enzimaticas; entre as
enzimaticas destacamos as enzimas catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD) e
glutationa peroxidase (GPx), as quais convertem espécies reativas em menos reativas, como
0 H,0,, ou em &gua (Figura 3). Entre as ndo enzimaticas, além de vitaminas, destacamos a
glutationa reduzida (GSH) como uma das mais importantes do sistema nervoso central pelos
seus diversos papeis contra 0 estresse oxidativo, podendo neutralizar EROs e servir de
substrato para a GPx (Masella et al., 2005).

2 H,0, 20, H,0,
2H* 2 GSH Y NADP*
o0 3 A
02 GSS5G NADPH<€—— Via da pentose-fosfato
2H,0
2H,0+0, H,0, 2

Figura 3: Atividade das enzimas antioxidantes Catalase, Superdxido Dismutase e Glutationa
Peroxidase (Adaptada de Smith et al., 2007).

Estresse Oxidativo (EO) é o termo utilizado quando a producdo de ER ultrapassa a
capacidade de remocdo destes pelos mecanismos de defesas, podendo ser resultante tanto de
uma diminuicdo das defesas antioxidantes quanto da producdo excessiva de substancias pro-
oxidantes (Halliwell, 2006). Estudos recentes relatam o envolvimento do EO na
fisiopatologia de doencas neurodegenerativas (Chiurchiu et al. 2016).
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Na PKU, o estresse oxidativo tem sido bem estudado em humanos e animais, com

estudos demonstrando a diminuicdo de algumas defesas antioxidantes, danos lipidicos,

proteicos e ao DNA, como resumido na Tabela 1 (Schuck et al., 2015).

Tabela 1: Estudos demonstrando o estresse oxidativo na PKU

(Adaptada de Schuck et al., 2005).

Amostra

Achados

Referéncia

Sangue de pacientes PKU

Leucadcitos de pacientes PKU

Sangue de pacientes PKU
Plasma e eritrocitos de
pacientes PKU
Plasma e eritrécitos de
pacientes PKU
Plasma e eritrocitos de
pacientes PKU
Cortex e eritrocitos de
camundongos
Cortex de rato
Cortex e cerebelo de rato
Cortex de rato

Cortex de rato

Cortex de rato

Cortex e sangue de rato

Plasma e urina de pacientes

PKU

- SAT
+ Dano ao DNA
- RAT; + TBA-RS
- GSH, GPx, RAT, SH;
+ TBA-RS, CAR
- RAT, GPx;
+ TBA-RS, CAT, SOD
- RAT, GPx;
+ TBA-RS
- GSH/GSSG, NADPH,;
+ CAT
- CAT, GPx
- GPx, GR; + GSSG
- SH, GSH; + TBA-RS
- CAT, SOD, GPx, GSH;
+ TBA-RS, EROs
- CAT;

+ TBA-RS, CAR, SOD, EROs

+ Dano ao DNA
+ Dano ao DNA

Schulpis et al., 2005
Sitta et al., 2009
Sitta et al, 2009
Sitta et al., 2009

Sitta et al., 2009

Sirtori et al., 2005

Ercal et al., 2002

Kienzel et al., 2002

Martinez et al., 2002

Fernandes et al, 2010

Moraes et al., 2010

Moraes et al., 2013

Simon et al., 2013
Deon et al., 2015

CAR: Carbonilas; CAT: Catalase; GSH: Glutationa reduzida; GSSG: Glutationa oxidada; GPx: Glutationa
peroxidase; GR: Glutationa redutase; RAT: Reatividade antioxidante total; SAT: Status antioxidante total; SH:

Sulfidrila; SOD: Superoéxido dismutase; TBA-RS: Substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico. + = aumento;

- = diminuicdo
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1.3. Creatina e Piruvato

A creatina (Cre) é uma substancia organica, formada naturalmente no organismo,
envolvida na manutencdo da homeostase energética principalmente no musculo esquelético
e cérebro, juntamente com a sua forma fosforilada, a fosfocreatina (PCr). Também serve
como suplemento nutricional para atletas com o objetivo de manter alta energia durante o
exercicio fisico (Wallimann, 1994). O fornecimento de energia se d& pela enzima creatina-
cinase (CK), a qual catalisa a transferéncia reversivel de um grupo N-fosforil da PCr para o
ADP, gerando ATP e Cre, em uma reacdo dependente de magnésio, formando o chamado
Sistema PCr/CK. Este sistema age como um tampao de energia que mantém a concentragdo
de ATP e ADP estaveis (buscando manter a relacdo ATP/ADP elevada), tamponando
prétons e evitando a acidificacdo intracelular (Rojo et al., 1991; Wallimann, 1994; Wyss et
al., 1992). Além disso, a Cre protege as células contra o anion superéxido e peroxinitrito
(Lawler et al., 2002; Sartini et al., 2012) e os neurdnios contra neurotoxinas (Brewer and
Wallimann, 2000).

O piruvato (Pyr), ou &cido piravico, é um composto organico metabolizado de forma
enddgena ao fim da glicolise no citosol; age como um mecanismo de defesa contra a
citotoxicidade induzida por H,O, (Desagher et al., 1997). Sua oxidacgdo é a etapa mais curta
da respiragdo celular e ocorre na matriz mitocondrial. A enzima piruvato-cinase (PK) é uma
enzima chave no metabolismo celular e catalisa a transferéncia de um grupamento fosforil
do fosfoenolpiruvato (PEP) para o ADP, formando ATP e Pyr, de forma irreversivel; esta € a
ultima etapa da via glicolitica, processo essencial para o cérebro, uma vez que a glicose é
seu principal substrato (Jurica et al., 1998; Mattevi et al., 1996; Sokoloff, 1993). Estudos
mostram que a Phe inibe a PK por competicao pelos substratos da mesma, como o ADP e o
PEP (Feksa et al., 2003).

A suplementacdo de creatina e/ou piruvato vem sendo estudada como estratégia
protetora em doencas neurodegenerativas e situaces de hipdxia e isquemia, e também em
erros inatos do metabolismo de aminoacidos. Ja4 observamos que o tratamento com cre+pyr
preveniu a diminuigdo dos espinhos dendriticos no hipocampo de ratos Wistar submetidos a
um modelo de PKU (Dos Reis et al., 2013); vimos também a prevengdo das alteracbes da
rede de transferéncia de fosforila e de parametros relacionados ao estresse oxidativo na
tirosinemia e hiperleucinemia (de Andrade et al., 2015; Rieger et al., 2017); em modelo de
hipertriptofanemia e HPA induzidos em ratos Wistar através de administracdo intra-

hipocampal dos aminodcidos triptofano e Phe, respectivamente, a combinacdo Cre+Pyr
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preveniu alteracdes comportamentais e relacionadas ao estresse oxidativo (Andrade et al.,
2012; Berti et al., 2012) e foi eficaz na protecdo frente ao estresse oxidativo e alteracGes da
rede de transferéncia de fosforila causadas na prole pela hiperleucinemia e

hiperfenilalaninemia maternas (de Franceschi et al., 2013; Bortoluzzi et al., 2014).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

Avaliar em cérebro de ratos Wistar com 21 dias de vida a possivel protecdo da

associacdo de creatina e piruvato em relacdo a parametros de estresse oxidativo em modelo
animal de PKU.

2.2. Objetivos especificos

Estudar os seguintes parametros de estresse oxidativo em cértex cerebral, hipocampo e
cerebelo de ratos Wistar, na presenca ou auséncia de cretina e piruvato em modelo de PKU:
e Produgédo de espécies reativas (oxidacao de 2’7’-diclorofluoresceina-diacetato);
e Dano oxidativo proteico (contetudo de grupamento ti6is);
e Defesas antioxidantes ndo-enzimaticas (concentracao de glutationa reduzida);

e Defesas antioxidantes enzimaticas (atividade das enzimas superdxido dismutase,

catalase e glutationa peroxidase).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Os animais utilizados no estudo foram provenientes do Biotério do Departamento de
Bioquimica da UFRGS, mantidos 8 filhotes por gaiola mais a méae (dimensdes: 49 cm
comprimento x 34 cm de largura x 16 cm de altura), cama de maravalha autoclavada, em
ambiente climatizado a temperatura de 22 + 1°C, com ciclos claro/escuro de 12 horas,

alimentados com racdo comercial padréo e agua a vontade.

O presente trabalho de conclusdo de curso esta amparado no projeto “Metabolismo
energético e morte celular em estruturas cerebrais de ratos Wistar submetidos a modelo de
hiperfenilalaninemia” n°® 29388, aprovado pelo CEUA — UFRGS.

3.2. Experimentos
3.2.1. Desenho experimental

O modelo de PKU foi induzido conforme anteriormente descrito. Os animais foram
separados randomicamente em 4 grupos: (1) Controle (salina 0,85%); (2) PKU (Phe + a-
metil-DL-fenilalanina, inibidor da enzima fenilalanina hidroxilase); (3) Cre + Pyr e (4) PKU
+ Cre + Pyr. Cada grupo teve um nimero amostral de 8 filhotes, totalizando 32. O célculo
amostral para cada grupo experimental foi realizado pelo programa MINITAB 15®, o qual
expressou um valor de 8 ratos de ninhadas diferentes por grupo. Todos os esforgcos foram
feitos para minimizar o nimero de animais neste estudo, conforme as Diretrizes para Préatica
de Eutanasia do CONCEA.

3.2.2. Inducdo quimica do modelo de Fenilcetondria

As doses foram administradas 2 vezes ao dia com o intervalo de 12 horas (uma pela
manha e outra pela tarde, sendo que a-metil-DL-Phe foi administrada somente pela manhd),
do 7° (P7) ao 21° (P21) dia de vida pelas vias subcutaneas (s.c.) e intraperitoneal (i.p.) de
acordo com seu grupo em doses calculadas de acordo com seu peso conforme o seu grupo
(Tabela 2).

O grau de severidade do tratamento é considerado moderado de acordo com o Guia de
Severidade dos Procedimentos Cientificos CEUA-Propesq UFRGS.
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Tabela 2: Inducdo do modelo de hiperfenilalaninemia (PKU) pela manha.

Grupo Via Doses
(i.p.: peso x 0,01; s.c.: peso x 0,03)
1 - Controle 2ip.els.c.
2-PKU i.p.: a-metil-DL-Phe e Phe: 5,2 umol/g de peso
S.Scé!ilr;?le (Feksa et al., 2002)

a-metil-DL-Phe: 1,6 umol/g de
peso (Kienzle Hagen et al., 2002)

3 — Tratamento i.p.: Cre+Pyr e salina Cre: 0,4 mg/g de peso

5.C.: salina (Stockler et al., 1994)
Pyr: 0,2 mg/g de peso
(Ryu, 2006)
4 - PKU + i.p.: Cre+Pyr e o-metil- Cre: 0,4 mg/g de peso
Tratamento ECLFFZ?; (Stockler et al., 1994)

Pyr: 0,2 mg/g de peso
(Ryu, 2006)
a-metil-DL-Phe: 1,6 umol/g de
peso (Kienzle Hagen et al., 2002)

3.2.3. Obtencéo das amostras

Os animais foram sacrificados no 22° dia de vida, 12h ap6s a ultima injecdo, por
decapitacdo sem anestesia e sem sofrimento (Holson, 1992). Eles ndo receberam anestesia
para a decapitacdo pois a mesma interfere nas medidas de estresse oxidativo utilizadas em
nosso estudo (La Monaca and Fodale, 2012; Yamada et al., 2009; Yon et al., 2005).

A caixa craniana foi aberta e 0 seu contetdo retirado. O cérebro foi limpo, sendo
removido o0 excesso de sangue dos vasos externos e a substancia branca das vias
descendentes. O cortex cerebral, hipocampo e cerebelo foram isolados e utilizados para
determinacéo dos parametros bioquimicos de estresse oxidativo. O grau de severidade para a
obtencdo das amostras que foram utilizadas na determinacdo de todos os parametros
bioquimicos € considerado sem recuperagdo, conforme o guia de severidade formulado pelo
CEUA-Propesq UFRGS.
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3.2.4. Parametros de estresse oxidativo

O cértex cerebral, hipocampo e cerebelo foram isolados, pesados e homogeneizados
(1:10; p/v) com tampdo fosfato de sédio 200mM com KCI 40mM pH 7,4 em Potter de vidro,
com pistilo de teflon com 10 movimentos verticais, e a seguir centrifugados a uma
velocidade de 800 rpm por 10 min a 4° C. O sobrenadante das amostras foi utilizado para

analise dos parametros a seguir:

(@) Ensaio de oxidagdo da 2’7’ diclorofluoresceina (DCFH): A producio de
espeécies reativas foi mensurada de acordo com LeBel e colaboradores, 1992, utilizando
diacetato de 2’7’ dihidrodiclorofluoresceina (DCFH-DA). Em resumo, 30 pL de amostra
foram incubados por 30 minutos a 37°C no escuro em 30 pL de tampdo Fosfato de Sddio
20mM com pH 7.4, KCI 140 mM e 240 pL da solucdo de diacetato de 2’7’
diclorofluoresceina reduzida (H,DCF-DA) 100 mM em uma placa de 96 po¢os. O DCFH-
DA € hidrolisado enzimaticamente por esterases intercelulares para formar um composto
ndo fluorescente (DCFH) que depois é oxidado por espécies reativas presentes nas amostras
a uma forma altamente fluorescente (DCF). A intensidade da fluorescéncia de DCF é
proporcional a quantidade de espécies reativas formadas, e foi mensurada usando
comprimentos de ondas com excitacdo e emissdo de 480 e 535 nm, respectivamente. A
curva de calibracdo foi realizada com DCF padréo e os niveis de espécies reativas foram
expressos em nmol de DCF formado por mg de proteina.

(b)  Conteldo total de sulfidrilas: O método descrito por Aksenov e Marksbery,
2001, baseia-se na reducdo do acido 2-nitrobenzoéico (DTNB) por tidis, gerando um derivado
amarelo (TNB) cuja absorcdo é medida por espectofotometria a 412 nm. A diminuicdo do
teor total de sulfidrilas pode se correlacionar com a oxidacéo de compostos ndo proteicos ou
danos oxidativo nas proteinas. Os resultados foram expressos em nmol de TNB por mg de

proteina.

(c) Contetdo de glutationa reduzida (GSH): Um dos principais antioxidantes
ndo enzimaticos presente nas células é a GSH; esta reduz os perdxidos principalmente
através da atividade da glutationa peroxidase (GPx), elimina os radicais superoxido e
hidroxil e regenera a vitamina C oxidada. Os niveis de GSH foram medidos de acordo com
Browne e Armstrong, 1998, cujo ensaio € baseado na reacdo de GSH com o fluoréforo
oftaldeido (OPT) ap6s a amostra ser desproteinizada com acido metafosférico. Em seguida,

150 pl das amostras foram incubadas com volume igual de OPT (1 mg/mL de metanol) em
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15 min a 37°C. Apos isso, a fluorescéncia foi medida usando excita¢do de 350 nm e emisséo
de 420 nm. A curva de calibracdo foi realizada com GSH padréo (1mM) e as concentragdes
do sobrenadante do tecido foram expressas em nmol de GSH por mg de proteina.

(d) Atividade da catalase (CAT): A atividade da CAT foi mensurada de acordo
com Aebi, 1984, onde mede-se o decaimento da absorbancia de H,0, a 240 nm. O meio da
reacdao continha H,O, 20 mM, Triton X-100 0,1%, tampdo fosfato de potassio 10 mM pH
7,0 e 10 pl do sobrenadante. A CAT é responsavel pela transformagdo de H,O, em H,0; o
peroxido de hidrogénio pode reagir com grupos tiol e metionil e outras proteinas para formar
radicais hidroxil de alta reatividade. Uma unidade de CAT é definida como 1 pmol de
peréxido de hidrogénio consumido por minuto e a atividade especifica é calculada como
unidades de CAT por mg de proteina.

(e) Atividade da glutationa peroxidase (GPx): A atividade da GPx foi medida
de acordo com Wendel, 1981, utilizando como substrato o hidroperdxido de terc-butil. A
atividade desta enzima foi determinada monitorando o decaimento do fosfato de
dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NADPH) a 340 nm em um meio contendo tampao
de fosfato de potassio 100 mM, &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) 1 mM pH 7,7,
glutationa 2 mM, 0,15 U/mL de glutationa redutase, azida 0,4 mM, hidroperoxido de terc-
butil 0,5 mM, NADPH 0,1 mM e 10 pl de dobrenadante. Uma unidade de GPx é definida
como 1 pmol de NADPH consumido por minuto. A atividade especifica da enzima foi
expressa como pmol de NADPH consumido por minuto por mg de proteina.

() Atividade da superoxido dismutase (SOD): A SOD ¢é responsavel pela
dismutacdo de radicais superdxido livres em perdxido de hidrogénio, uma substancia menos
reativa. A atividade desta enzima foi determinada como descrito por Marklund, 1985, se
baseia na capacidade do pirogalol se auto-oxidar, um processo altamente dependente do
radical superdxido. A inibicdo da auto-oxidacao deste composto ocorre na presenca da SOD,
cuja atividade pode ser indiretamente testada por espectrofotometria a 420 nm. Uma curva
de calibracéo foi realizada com SOD purificada como padrdo. Uma inibicdo de 50% da auto-
oxidacdo do pirogalol é definida como 1 unidade de SOD e a atividade especifica foi

expressa como unidades de SOD por mg de proteina.
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3.2.5. Determinacédo de proteinas

O contetdo de proteina das estruturas homogeneizadas foi determinado pelo método

de Lowry, 1951, utilizando albumina sérica bovina como padrdo.

3.2.6. Andlise Estatistica

Quando a distribuicdo dos dados foi normal, foi realizada analise de variancia
(ANOVA) de 2 vias (fatores: fenilalanina, creatina + piruvato). A comparacao entre médias
para fins de demonstracdo gréfica, foi realizada por ANOVA de 1 via seguida pelo teste de
Tukey quando o valor de F foi significativo (p < 0,05) em pelo menos uma das estruturas
analisadas. Todas as analises foram realizadas usando o programa Statistical Package for
Social Sciences 18.0 ® (SPSS).
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4. RESULTADOS

Neste trabalho foram analisados 0s possiveis efeitos antioxidantes da
coadministragdode creatina com piruvato em cdrtex, cerebelo e hipocampo de ratos Wistar
com 21 dias de vida submetidos a um modelo de fenilcetonuria.

Primeiramente, foi verificada a formacdo de espécies reativas através do ensaio de
oxidacdo do DCFH. ANOVA de duas vias indicou uma interacdo significativa entre PKU e

Cre+Pyr somente no hipocampo [F (1,20) = 14,21; p < 0,01] (Fig. 4).
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Figura 4: Efeitos da administracdo de creatina e piruvato em modelo fenilcetondrico na
formacdo de espécies reativas pelo ensaio de oxidacdo de DCFH em hipocampo,cerebelo e
cortex cerebral. Dados expressos em média + desvio padrdo (n= 8 por grupo). ANOVA de uma
via seguida do teste de Tukey; *** p < 0,001 em compara¢do com 0s outros grupos.

O dano proteico foi avaliado através do conteddo total de sulfidrilas. ANOVA de
duas vias mostrou uma interacao significante entre PKU e Cre+Pyr no hipocampo [F (1,20)
= 5,56; p < 0,05], cerebelo [F (1,20) = 5,53; p < 0,05] e no cortex cerebral [F (1,20) = 7,73;
p < 0,05] (Fig. 5).

O sistema antioxidante ndo enzimatico foi avaliado pela concentracdo de GSH.
ANOVA de duas vias ndo expressou interacdo significante entre PKU e Cre+Pyr em

nenhum dos tecidos analisados.
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Figura 5: Efeitos da administragdo de creatina e piruvato em modelo de fenilcetonUria no contetido
total de sulfidrilas em hipocampo, cerebelo e cdrtex cerebral. Dados expressos em média + desvio
padrdo (n= 8 por grupo). ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey;
**p < 0,01 em comparagdo com 0S outros grupos.

Por fim, foi analisado o sistema antioxidante enzimatico, através da atividade das
enzimas GPx, CAT e SOD. Analisando a atividade da GPx, ANOVA de duas vias mostrou
uma interacéo significante entre PKU e Cre+Pyr somente no cerebelo [F (1,20) = 15,06; p <
0,01], ], demonstrando que a suplementacdo de Cre+Pyr preveniu o aumento da atividade da
enzima causada pelo acumulo de PKU (Fig. 6). ANOVA de duas vias também indicou
interacdo significante entre PKU e Cre+Pyr quando analisada a atividade da CAT no
hipocampo [F (1,20) = 9,93; p < 0,01], cerebelo [F (1,20) = 37,43; p < 0,001] e cortex
cerebral [F (1,20) = 5,08; p < 0,05] (Fig. 7). Foi visto que quando mensurada a atividade da
SOD no cerebelo [F (1,20) = 4,74; p < 0,05] e cértex cerebral [F (1,20) = 6,99; p < 0,05],
PKU e Cre+Pyr interagiram entre si significativamente, como mostra a ANOVA de duas

vias (Fig. 8).

GPx GPx GPx

i) . 3 2
220 T = 20 £ 204
s B i : = 3
£ 15- £ 154 £1s
i 2 ]
z 104 F 10 T 104
S 3 H
Z 54 x 81 z 5
> 2 2
ST T S & : S

‘?\0 3‘\ ot (’g*. fgé\(& ,g‘\ (9’%\09 3‘\‘

< &8 & &
o@
Hipocampo Cerebelo Cértex cerebral

Figura 6: Efeitos da administracdo de creatina e piruvato em modelo fenilcetonurico na atividade
da enzima GPx em hipocampo, cerebelo e cértex cerebral. Dados expressos em média + desvio
padrédo (n= 8 por grupo). ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey.
*** pn < 0,001 em comparacdo com 0s outros grupos.
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Figura 7: Efeitos da administracdo de creatina e piruvato em modelo fenilcetondrico na
atividade da enzima CAT em hipocampo, cerebelo e cortex cerebral. Dados expressos em média
+ desvio padrdo (n = 8 por grupo). ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey.
*p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001 em comparagdo com 0S outros grupos.
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Figura 8: Efeitos da administracdo de creatina + piruvato em modelo fenilcetonurico na atividade
da enzima SOD em hipocampo, cerebelo e cortex cerebral. Dados expressos em média = desvio
padrdo (n= 8 por grupo). ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey. ** p < 0,01 em
comparagao com 0s outros grupos.
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5. DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi avaliar, em modelo animal, quais séo os efeitos do
modelo de PKU sobre alguns parametros de estresse oxidativo em cérebro de ratos,
juntamente com a investigacdo de uma possivel estratégia antioxidante utilizando a
suplementacdo de creatina com piruvato. Ja esta elucidado que ha estresse oxidativo na PKU
e alguns estudos propdem que estresse oxidativo esté diretamente relacionado as disfuncoes
neuroldgicas apresentadas pelos pacientes (Rocha e Martins, 2012).

O estresse oxidativo ocorre quando hd um desequilibrio entre a producdo de
espécies reativas e as defesas antioxidantes. As 3 estruturas cerebrais estudadas mostraram
respostas diferentes a HPA. Houve um aumento da geracdo de espécies reativas pela
oxidacdo de DCFH a DCF no hipocampo e a coadministracdo de creatina com piruvato
preveniu este aumento. Em cortex cerebral e cerebelo ndo foi detectado aumento das
espécies reativas que reagem com DCFH. O uso da DCFH-DA como sonda para deteccédo de
espécies reativas é alvo de muita controvérsia, como por exemplo o fato de que ndo reage
diretamente com H,O, para formar seu produto fluorescente, o DCF, e, dessa forma, nao
pode ser empregada como medida direta de H,0, (Kalyanaraman et al., 2012). Considerando
as alteracOes observadas na atividade das enzimas CAT, GPx e SOD nas trés estruturas
avaliadas, ndo € possivel descartar que o H,O, tenha sido a principal espécie reativa
envolvida nesse estudo, e, dadas as limita¢des da técnica empregando DCFH, ndo se observa
aumento de espécies reativas no cortex cerebral e cerebelo. Embora o H,O, seja um
composto instavel e que se degrada em outras espécies reativas, detectaveis atrdves da
DCFH, é possivel que os resultados observados em cortex cerebral e cerebelo, no que diz
respeito a presenca de espécies reativas, se devam as condi¢cdes experimentais e limitacdes
da técnica utilizada. Por outro lado, as alteracBes observadas no contetdo de sulfidrilas
totais indicam que houve producdo de espécies reativas em todos os tecidos. Portanto, as
espéecies reativas podem ter reagido e ndo serem detectadas no momento da sua
determinacdo, justificando as alteraces de grupamento sulfidrilas em cortex e cerebelo. Em
um quadro de estresse oxidativo, as espécies reativas podem reagir com algumas
biomoléculas como proteinas, lipideos e material genético, causando dano as mesmas
(Halliwell and Gutteridge, 2007). A alteracdo dos grupamentos -SH (sulfidrilas) € um dos
principais indicativos de estresse oxidativo, gerando perda proteica, inativacao catalitica,
diminuicdo da capacidade antioxidante, entre outras fungdes especificas (Sohal, 2002). A

fenilcetondria pode gerar a diminuigdo dos niveis de sulfidrilas (oxidados principalmente
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pelo radical hidroxila), que sdo avaliados pela reducdo do DTNB em TNB por tiois,
demonstrando uma correlagdo com danos oxidativos a proteinas. Neste trabalho, observamos
uma interacdo entre PKU e Cre+Pyr, evidenciando que a co-administracdo de creatina e
piruvato foi eficaz em prevenir os danos proteicos causados no grupo fenilcetondrico nos
trés tecidos analisados.

A GSH é um dos mais importantes sistemas antioxidantes ndo enzimaticos, e neste
trabalho néo foi verificada interacdo entre PKU e Cre+Pyr, e em nenhum dos quatro grupos
os niveis de GSH foram alterados. A atividade da GPx, uma das enzimas responsaveis pelo
sistema antioxidante enzimatico, foi preservada através da suplementacdo de creatina e
piruvato no cerebelo, uma vez que foi detectada uma interagéo entre PKU e Cre+Pyr. Esta
enzima remove hidroperoxidos orgéanicos, como o peréxido de hidrogénio. Porém, a
glutationa opera em ciclos entre a sua forma oxidada e reduzida juntamente com mais uma
enzima, a glutationa redutase, e para avaliarmos a integridade total deste sistema, 0s niveis
de todos os componentes devem ser avaliados.

Outras duas enzimas responsaveis pelo sistema antioxidante enzimatico e que
foram avaliadas sdo a superdxido dismutase e a catalase. A SOD catalisa a dismutacdo do
radical supéroxido, com grande potencial de dano celular, em uma molécula menos reativa,
0 H,O,. A CAT atua na dismutacdo do H,O, em duas moléculas de &gua e uma de oxigénio
e sua atividade € dependente de NADPH. Foi observado que no hipocampo ndo houve
diferenca entre os grupos na atividade da SOD e que a suplementacdo com Cre+Pyr
protegeu o tecido frente a diminuicdo da atividade da CAT causada pela PKU. J& em
cerebelo e cortex cerebral ambas as enzimas tiveram sua atividade diminuida no grupo
fenilcetondrico e a suplementacdo de creatina e piruvato interagiu com PKU prevenindo
este dano. Pode-se inferir que o radical superdxido e o perdxido de hidrogénio estariam, no
grupo fenilcetonurico, em quantidades alteradas e que com a co-administracdo de creatina e
piruvato estes niveis se normalizaram, uma vez que as enzimas envolvidas na detoxificacdo
dessas espécies reativas tiveram suas atividades também normalizadas.

Em concluséo, a coadministragéo de creatina + piruvato foi eficaz em prevenir 0s
danos causados pelo acumulo de Phe na maioria dos parametros e estruturas cerebrais
analisadas. Entretanto, mais estudos sdo necessarios, especialmente no que diz respeito a
geracdo de espécies reativas de oxigénio/nitrogénio no cérebro frente ao modelo de PKU.
Além disso, seria interessante investigar se a atuacdo da PKU sobre os parametros de

estresse oxidativo se d& primeiramente através da formacédo direta de espécies reativas ou
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modulacéo das defesas antioxidantes enzimaticas, uma vez que estas foram as mais alteradas

no presente estudo.
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