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RESUMO

Fenilcetontria € caracterizada pela deficiéncia da enzima fenilalanina hidroxilase,
causando acimulo de fenilalanina, o que acaba por provocar distirbios no sistema
nervoso central. Diagndstico precoce e subordinacdo a dieta hipoprotéica evita as
alteracdes decorrentes. Porém, ndo aderir estritamente a essa dieta leva a diminuic¢do da
concentracdo de tirosina, o aminodcido precursor de catecolaminas, em relacdo aos
demais aminodcidos. Esses hormonios atuam sobre a regulacido de inimeras funcdes do
metabolismo energético, como também do apetite e exercem influéncia sobre diversos
tecidos. O exercicio aerébico aumenta a ativacdo simpdtica no sistema nervoso central,
o qual estimula a secre¢do destes hormoénios pelas glandulas supra-renais. Como a
populacdo fenilcetonurica que ndo adere a dieta apresenta niveis diminuidos desses
hormonios, o objetivo deste estudo foi avaliar se o exercicio aerébico é capaz de
normalizar as concentragdes de catecolaminas nas glandulas supra-renais de ratos
jovens com hiperfenilalaninemia. Os animais foram divididos em dois grupos:
Sedentdrio (Sed) e Exercicio (Exe), os quais foram subdivididos em Salina (Sal) e
Hiperfenilalaninemia (HPA). A hiperfenilalaninemia foi induzida através da
administracido de o-metilfenilalanina e fenilalanina nos Grupos HPA (n=10) durante 17
dias, enquanto os grupos SAL (n=10) receberam solu¢do salina. Grupos Exe realizaram
14 sessdes de exercicio aerébico com duracdo de 20 minutos. Os niveis de
catecolaminas do grupo SedHPA foram menores que os do grupo SedSAL, condizente
com a condicdo de hiperfenilalaninemia. O exercicio aerébico aumentou
significativamente a concentracdo de catecolaminas supra-renais do grupo ExeHPA em
relacdo ao SedHPA, efeito que ndo foi observado entre os grupos SedSAL e ExeSAL.
Os resultados podem indicar um importante papel do exercicio aerébico para restaurar a
concentracdo de catecolaminas nas glandulas supra-renais na condi¢do de
hiperfenilalaninemia.

Palavras-chave: fenilcetonuria, hiperfenilalaninemia, exercicio aerébico, catecolaminas.



ABSTRACT

Phenylketonuria is characterized by deficiency of the enzyme phenylalanine
hydroxylase, causing accumulation of phenylalanine, that provokes disturbances in the
central nervous system. Early diagnosis and subordination to the hypoproteic diet
prevent current disorders. However, do not adhere strictly to that diet cause decreased
concentration of tyrosine, the amino acid precursor of catecholamines, in relation to
other amino acids. These hormones act on the regulation of many functions related to
energy metabolism, as well as on the appetite and acting on several tissues. Aerobic
exercise increases the sympatic activation on the central nervous tissue, which
stimulates the secretion of these hormones by the adrenal glands. As the
phenylketonuric population that does not adhere exclusively to the diet presents reduced
levels of those hormones, the objective of this study was to evaluate if the aerobic
exercise is capable to normalize catecholamines concentration in the adrenal glands of
young rats with induced hyperphenylalaninemia. Animals were divided in to two
groups: Sedentary (Sed) and Exercise (Exe), which was subdivided into Saline (Sal) and
Hyperphenylalanemic (HPA). Hyperphenylalaninemia was induced by the
administration of a-methylphenylalanine and phenylalanine (HPA groups; n=10) for 17
days, while groups SAL (n=10) received saline solution. Exe groups conducted a 20
minutes session of aerobic exercise during 17 days. Catecholamine levels of SedHPA
group were lower than those of group SedSAL, consistent with the condition of
hyperphenylalaninemia. Aerobic exercise significantly increased the concentration of
catecholamines from the adrenal glands in ExeHPA comparing to group SedHPA, effect
that was not observed between SedSAL and ExeSAL groups. The results indicate an
important role of aerobic exercise to restore the concentration of catecholamines in the
adrenal gland in hyperphenylalaninemic condition.

Key-words:  phenylketonuria, = hyperphenylalaninemia,  endurance  exercise,
catecholamines.
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1 INTRODUCAO

A fenilcetondria € um dos mais comuns erros inatos do metabolismo, sendo
registrada na frequéncia de 1 para cada 10000 a 15000 nascimentos (WIDAMAN
2009). Foi descrita pela primeira vez em 1934 pelo médico Asbjorn Folling, a partir da
observacdo de dois irmdos com retardo mental, que apresentavam odor caracteristico na
urina e excre¢do aumentada de dcido fenilpirtivico e fenilalanina (VILARINHO et al.
2006).

E uma doenca provocada por heranca genética de um erro no cromossomo onde
estd localizado o gene da enzima fenilalanina hidroxilase (PAH), esta que &,
predominantemente, presente no figado — além de ser encontrada nos rins € no pancreas
— a qual € responsavel pela catdlise da hidroxilagcdo, irreversivel, da fenilalanina
(aminoacido essencial) convertendo-a em tirosina (HARDING 2010). Com essa rota
inativada, a fenilalanina acumula-se e segue rotas alternativas, causando distirbios até
agora reportados principalmente no sistema nervoso central (SNC). Quando ndo
diagnosticada precocemente, a crianga portadora de fenilcetonuria apresenta um quadro
clinico caracterizado por microcefalia, retardo mental severo e epilepsia (SURTEES &
BLAU 2000), além de baixa pigmentagdo, atraso no crescimento e eczema (HARDING
2010). Mais tarde, entre os 20 e os 30 anos de idade, ocorre o surgimento ou a
progressao da desordem motora (SURTEES & BLAU 2000).

Como o quadro desta doencga apresenta deficiéncia ou uma menor ativacao da
enzima PAH, consequentemente, nos pacientes que sofrem dela, é encontrado um
acimulo de fenilalanina em todos os tecidos do corpo, como também uma deficiéncia
de tirosina (FERNSTROM & FERNSTROM 2010). A fim de evitar esses disturbios, os
fenilcetonturicos adotam uma dieta hipoprotéica, especialmente restrita em fenilalanina,
para a manutencdo dos niveis sangiiineos deste aminoicido dentro da normalidade,
diminuindo assim, seu consumo, desde o diagndstico da doenga. Porém, a necessidade
protéica nao permite sua total eliminagdo da dieta, causando oscilagdes na concentragio
da fenilalanina plasmatica. Na caréncia da enzima PAH hepdtica, a fenilalanina ingerida
segue rotas alternativas de metabolizagdo e, mesmo para individuos submetidos
precocemente e continuamente a dieta especial, o aumento de fenilalanina sangiiinea e
seus metabdlitos sdo toxicos ao organismo e acarretam varias desordens de causa ainda
desconhecida (SURTEES & BLAU 2000; GUTTLER & LOU 1986; TAYLOR et al.
1983).



A taxa elevada de fenilalanina provoca diminui¢do na concentracdo dos demais
aminodcidos neutros, diminuindo sua captacdo pelas glandulas supra-renais
(SCHULPIS et al. 2005), além de prejudicar a passagem desses pela barreira
hematoencefalica, na qual dard origem a dopamina (DA) (SURTEES & BLAU 2000;
MILOVANOVIC et al. 1999; HERRERO et al. 1983). Desse modo, acaba por ocorrer
uma diminuicdo da disponibilidade de tirosina tecidual podendo influenciar na sintese
de catecolaminas (FERNSTROM & FERNSTROM 2010, SCHULPIS et al. 2005).

As catecolaminas podem ser caracterizadas tanto como neurotransmissores
como hormonios, dependendo de sua sintese e secrecdo, as quais tém diversas funcoes
no organismo. Sao sintetizadas a partir do aminoédcido aromdtico tirosina na medula da
glandula supra-renal assim como nos corpos axonais dos neurdnios dopaminérgicos e
do sistema simpdtico, onde segue uma cascata de reacgdes até formar DA, noradrenalina
(NA) e adrenalina (A), nesta ordem (GUYTON 1988). As enzimas necessdrias para
cada etapa nao sdo encontradas em todas as células que secretam catecolaminas, porém
as que sintetizam A expressam todas essas enzimas. Com isso, uma vez que uma menor
quantidade de tirosina foi capturada pelas glandulas supra-renais, influenciando na sua
sintese de catecolaminas, as pessoas portadoras de fenilcetoniria que ndo seguem
corretamente sua dieta, tém niveis abaixo dos considerados normais (SCHULPIS et al.
2005).

A medula dessas glandulas é ativada pelo sistema nervoso simpético (PASSIAS
et al. 1996). Essa ativacdo, a qual acarreta tanto na sintese como na liberacdo dos
hormoénios para a corrente sanguinea, provoca diversos estimulos fisiolégicos para o
controle do metabolismo dentre outras funcdes corporais, caracterizados por atuar em
reposta a situacdes de luta ou fuga, quando é necessario um maior aporte energético,
assim como acontece durante o exercicio fisico (ASTRAND et al. 2006). Também
controlam a secrecdo de adiponectinas pelos adipdcitos que consequentemente estao
aumentadas na populagdo fenilcetondrica ndo tratada, devido a sua menor concentragdo
de catecolaminas, tendo correlacdo com o controle do peso corporal (SCHULPIS et al.
2005). Sao afetados, pelo desequilibrio sofrido por esses sujeitos, os niveis de grelina e
leptina, dois hormoOnios que estdo diretamente ligados com metabolismo, consumo
alimentar e controle do indice de massa corporal.

O exercicio fisico € conhecidamente um estimulo de estresse, tanto em seres
humanos como em outros animais, que conduz inimeras alteragdes fisiologicas as quais

visam suprir o aumento da demanda energética buscando uma nova situacdo de



homeostase (FILAIRE et al. 1996). Sabe-se que exercicios resultam em maiores
incrementos na atividade de biomarcadores hormonais de estresse que respondem ao
esforco, sendo um deles as catecolaminas. O aumento da atividade desses hormonios
nio somente influencia no metabolismo, mas também nos sistemas cardiovascular,
respiratorio, digestivo e renal (SMILIOS et al. 2002; CONTARTEZE et al. 2007). Isto
também ¢ relatado por Astrand (2006) e Kvetnansky (1993) quando se referem a
exercicios prolongados, os quais provocam a elevacio destes hormonios que sustentam
a disponibilidade dos substratos energéticos. Com isso, essas alteracdes sdo importantes
para garantir bom desempenho no exercicio.

Além disso, para que os niveis de catecolaminas estejam aumentados durante o
exercicio fisico, hd uma dependéncia direta de sua intensidade, duragcdo e frequéncia.
Esses niveis elevados podem ser explicados por varias razoes, tais como: necessidade
maior de captagdo de glicose, funcionamento cardiaco aumentado, vasoconstri¢ao para
redistribuir o volume sanguineo aos musculos ativos e necessidades ventilatdrias
aumentadas (GALBO 1983; LEHMANN et al. 1983; BROOKS et al. 1988; BUNT
1986; McMURRAY & HACKNEY 2003).

Em modelo animal, diversos estudos ja fizeram uso do exercicio fisico visando
analisar seus possiveis beneficios sobre diversos fatores fisiolégicos. Com relagdo a
producdo de catecolaminas pelas supra-renais, foi observado que o exercicio voluntério,
onde ndo se tem o controle sobre intensidade, duracdo ou frequéncia, nao foi capaz de
alterar a expressdo da enzima tirosina hidroxilase (TH) quando comparado a ratos
controle (ERDOS 2007). Em contrapartida, Tiimer et al. j4 haviam, em 1999, reportado
que, mesmo sem um entendimento total do mecanismo responsdvel, um aumento da
atividade simpdtica e o consequente aumento da liberagdo de acetilcolina nas
terminacdes simpdticas das células cromafins da medula supra-renal, parece
proporcionar o aumento da enzima TH. Este mesmo pesquisador, em 2001, analisou a
expressdao desta enzima sob a influéncia de exercicio fisico em ratos. Neste caso,
controlando os parametros nao assistidos por FErdos (intensidade, duracdo ou
frequéncia), ele observou um aumentou no RNA mensageiro (RNAm) de TH. Além
disto, sabe-se que ratos expostos a estresse cronico variado, durante 14 dias, apresentam
hipertrofia da medula supra-renal, o que poderia ser resultante de uma maior producdo
de catecolaminas por esta regido da glandula (ULRICH-LAI 2006). O exercicio fisico
iria, portanto, ao encontro desta informagao, tendo em vista que também € um exemplo

de estresse, sugerindo a possibilidade de apresentar uma adaptacdo semelhante neste



tecido, como foi observado por Kjar (1997), onde o treinamento fisico cronico em ratos
apresentou, além de um aumento na massa da medula das glandulas supra-renais, uma
maior concentracdo de catecolaminas em seu interior.

Assim, objetivo geral deste estudo é verificar o efeito de exercicio aerébico
regular e controlado sobre a concentracdo de catecolaminas nas glandulas supra-renais
de ratos com hiperfenilalaninemia. Como objetivo especifico, temos comparar a
concentracdo de catecolaminas nas glandulas supra-renais em resposta a exercicio
aerébico de 14 dias em ratos jovens com hiperfenilalaninemia, em comparagdo a

animais saudaveis.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fenilcetonuria

Caracterizada pela deficiéncia da enzima PAH, que converte o aminoécido
essencial fenilalanina em outro aminodcido, a tirosina, quando ndo tratada com uma
dieta restrita do mesmo, acarreta o aumento de sua concentragdo plasmatica
(WIDAMAN 2009). Como a captacdo dos aminodcidos neutros ocorre pelo mesmo
receptor, consequentemente, hd uma maior captacio de fenilalanina e uma diminuicao
da disponibilidade dos demais aminodcidos nos tecidos dos fenilcetontricos, entre eles
as glandulas supra-renais, quando comparados aos de individuos sauddveis. O menor
aporte de tirosina nas glandulas supra-renais destes sujeitos vai ao encontro da menor
concentracdo de catecolaminas plasmaticas encontradas nesta populacdo, quando
comparada com os demais. Como a tirosina é o aminodcido precursor da sintese de A e
NA nestas glandulas, sua caréncia pode acarretar na menor sintese destes hormonios
(SCHULPIS et al. 2004).

Isto vai ao encontro de outra caracteristica desta populagdo também descrita por
Schulpis et al. (2004), o qual ja reportou que individuos ndo tratados apresentam
maiores niveis plasmaticos de adipocinas, as quais sdo hormonios sintetizados e
secretados pelo tecido adiposo. Como este desequilibrio estd atrelado ao estimulo
sinalizado pelas catecolaminas a este tecido, sua maior quantidade nesta populacdo seria
mais um fator contrastante aos dados catecolaminérgicos relatados.

Taylor et al. (1983) estudaram os efeitos da hiperfenilalaninemia em ratos
sauddveis com idade de 35 dias. Os animais receberam racdes com diferentes
suplementos, exceto para o grupo controle, durante 10 dias. Os grupos foram separados
de acordo com os seguintes compostos adicionados ao alimento: 5% de fenilalanina
junto a 0,4% de a-metil-fenilalanina (a-MP); somente 5% de fenilalanina; somente o-
MP. Foram encontrados decréscimos nos valores de diidroxifenilalanina (DOPA), NA e
A nos grupos suplementados em relacio ao grupo controle. O grupo de dieta
suplementada de o-MP mostrou diminuicdo similar que pode ser atribuida a presenca
deste inibidor de PAH.

A respeito da menor concentragdo de tirosina plasmatica em fenilcetonuricos,
com o intuito de reverter o desequilibrio causado pela fenilalanina em excesso, Koch et

al. (2003) testaram os efeitos da suplementagao de aminoacidos neutros em seis sujeitos
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com fenilcetoniria. Todos os individuos apresentaram limitada ou deficiente
concentracdo sanguinea de tirosina no inicio do estudo, sendo aumentada
substancialmente no final da intervencdo. As concentracOes sanguineas de fenilalanina
permaneceram inalteradas, enquanto os niveis no cérebro — tecido analisado por
espectroscopia de ressondncia magnética, o qual tem semelhantes caracteristicas de
captacdo de aminodcidos neutros as das glandulas supra-renais — foram diminuindo
gradativamente.

Seguindo o fato desta populacdo, quando ndo tratada, apresentar baixos niveis
plasméticos do precursor de catecolaminas, se tem conhecimento que isto leva a uma
menor concentracdo das mesmas por suas glandulas secretoras. Devido a esta
diminui¢do, o tecido adiposo, o qual é responsdvel pela liberagcdo de diversas
adipocinas, também acaba sendo afetado. As adipocinas sdo peptideos bioativos
importantes na regulacdo energética, resposta inflamatéria e imunolégica (MAFRA &
FARAGE 2006). Entre as adipocinas mais estudadas estd a leptina, a qual se apresenta
aumentada nesses individuos, provocando um desequilibrio sist€émico generalizado.
(SCHULPIS et al. 2000). Via receptores B-adrenérgicos, neste tecido, A e NA inibem a
secrecdo de leptina, e com isto os fenilcetondricos acabam sendo afetados por seus
niveis catecolaminérgicos alterados. (SCHULPIS et al. 2004). Por outro lado, encontra-
se uma diminui¢do da grelina, hormdnio oriundo principalmente das células estomacais,
com caracteristicas contrdrias as da leptina por aumentar o apetite e diminuir o
metabolismo energético, os quais em individuos normais também se apresentam em
concentracdes mais elevadas em relagdo a esta populacio (SCHULPIS et al. 2004).
Outra adipocina aumentada nestes sujeitos € a adiponectina (SCHULPIS et al. 2005).
Entre suas caracteristicas estd a de aumentar a oxidacdo muscular dos dcidos graxos e
reduzir a concentracdo de glicose plasmdtica através da ativagdo de adenosina
monofosfato quinase (AMPK) (COSTA & DUARTE 2006), o que também acaba por
alterar outros fatores metabdlicos, como o estimulo de processos catabdlicos

(MICHAEL E COX 2008).

2.2 Exercicio Fisico e Catecolaminas

A elevacdo da atividade simpato-adrenérgica, ao inicio de um exercicio fisico, gera

diversas respostas em todo o organismo. Estimulos simpaticos do SNC para a medula

adrenal proporcionam a liberacdo de A no sangue, e sobre as terminacdes pOs-
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ganglionares de fibras nervosas simpdticas liberam o hormdnio NA. Essas
catecolaminas apresentam uma série de efeitos fisioldgicos. Atuando sobre receptores [3-
adrenérgicos, no coragdo, aumentam a freqii€ncia cardiaca e a contratilidade ventricular.
A acgdo sobre os receptores a-adrenérgicos nas arteriolas de musculos lisos provocam
vaso constri¢do em 6rgaos como estdmago, intestinos e pele. O fluxo sanguineo para os
musculos, entretanto, aumenta principalmente devido ao efeito vasodilatador das
catecolaminas circulantes e sobre os receptores B-adrenérgicos. Estes tltimos, por sua
vez, dominam as arteriolas dos musculos esqueléticos. Também é provocado o aumento
da pressdo sanguinea devido a elevacdo do débito cardiaco e da vasoconstri¢ao
periférica (ASTRAND et al. 2006).

O exercicio aerébico de baixa intensidade e longa duragdo tem como caracteristica
a predominancia do sistema oxidativo como gerador de energia, utilizando lipidios
como principal substrato energético. A lipdlise € estimulada pelas catecolaminas, as
quais aumentam a atividade da lipase hormonio sensivel, responsavel pela
disponibilizacdo dos dcidos graxos que estdo armazenados no tecido adiposo, através da
quebra dos triglicerideos em uma molécula de glicerol e trés 4cidos graxos (ASTRAND
et al. 2006).

Além da liberacdo de fonte energética pelos adipdcitos, composta por acidos
graxos e glicerol, as catecolaminas t€m relacdo com a secrec@o de adipocinas por estas
células. Uma delas € a leptina. Este hormonio, o qual é caracterizado pela inibicdo do
apetite e aumento do metabolismo basal, acaba tendo sua secre¢do inibida quando ha o
aumento destes hormonios na corrente sanguinea. Como durante o exercicio fisico ha
um aumento do estimulo simpatico, consequentemente hd uma maior ativacdo da
medula adrenal provocando um aumento sanguineo de catecolaminas. Este aumento
acaba por regular a liberacdo de adipocinas nas células adiposas e, por conseguinte,
diminuindo os niveis de leptina. Porém, nos fenilcetontricos, hd uma menor sintese de
catecolaminas e uma consequente menor inibi¢do na secrecdo daquela adipocina. Isto
pode ocorrer pela menor acdo das catecolaminas nesta populagdo, devido a sua menor
liberacdo e producgdo. Este € mais um fator alterado desta populacdo quando comparada
a individuos que nao possuem esta patologia (SHULPIS et al. 2005).

Seguindo os efeitos do exercicio fisico sobre os niveis de catecolaminas, ja foi
observado que o treinamento fisico em ratos durante 10 semanas aumentou o contetido
de catecolaminas na medula das glandulas supra-renais assim como causou hipertrofia

das mesmas Kjar (1997). Nao diretamente sobre a sintese de catecolaminas, mas sobre
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a enzima inicial da cascata de sua sintese, Tiimer et al. (2001) observaram que o

exercicio fisico regular e controlado propiciou o aumento nos niveis de RNAm de TH.

2.3 Fisiologia da Medula Supra-renal

A glandula supra-renal pode ser subdividida em cortex, que secreta
glicocorticéides e mineralocorticoides, e medula, cujo principal produto de secrecdo € a
A (DA POIAN & CARVALHO-ALVES 2002). A por¢cao medular foi primeiramente
distinguida no inicio do século XIX (GREENSPAN & GARDNER 2001).

A medula da supra-renal, que deriva do ectoderma, é formada por células
chamadas de cromafins ou feocromdcitos pelo fato de serem coradas pelo 4cido
cromico. Essas células sintetizam as catecolaminas: A e NA, sob a acdo tonica das
fibras colinérgicas do sistema simpdtico (DE NICOLA 2004). Outra catecolamina
também produzida é a DA, porém em concentragdes bem menores, e apresenta fungdes
basicamente vasomotoras, diferentemente das demais que possuem cardter metabdlico
(DA POIAN & CARVALHO-ALVES 2002).

As catecolaminas, na medula da supra-renal, sdo armazenadas em granulos de
secrecdo, sendo a A a mais abundante (aproximadamente 85%), para posteriormente
serem liberadas na corrente circulatéria e agirem como hormdnios em quase todos os
tecidos do corpo (DESPOPOULOS & SILBERNAGL 1991). Porém esta quantidade
pode variar para 75%, semelhante ao observado em ratos (GREENSPAN & GARDNER
2001).

A medula supra-renal e o sistema simpatico formam uma unidade
anatomofisiolégica denominada sistema simpato-adrenal. Tratos provenientes da ponte,
do bulbo e do hipotdlamo fazem sinapse com neurdnios simpaticos da medula espinhal
localizados na coluna intermediaria. Os axOnios desses neurdnios pré-ganglionares
podem passar através dos ganglios simpdticos para formar os nervos esplancnicos que
inervam a medula supra-renal. Seu principal neurotransmissor € a acetilcolina que excita
as células cromafins ligando-se a receptores nicotinicos (DE NICOLA 2004).

As catecolaminas sdo liberadas da medula supra-renal em resposta a impulsos
regulatorios provenientes do SNC, tipicamente diante de situacOes de estresse fisico,
como o exercicio, ou psiquico (DESPOPOULOS & SILBERNAGL 1991).

A biossintese das catecolaminas na glandula supra-renal ocorre a partir do

aminodcido tirosina que circula no sangue e pode ser captado pela medula supra-renal, o
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qual também é formado a partir do aminoacido fenilalanina. A tirosina € convertida em
DOPA pela enzima TH (enzima limitante da sintese de catecolaminas), a qual usa como
co-fator a tetraidroxibiopterina (pteridina reduzida). A DOPA ¢é convertida, por sua vez,
em DA pela DOPA descarboxilase (a qual € uma descarboxilase que atua sobre
aminodcidos aromaticos), e assim, finalmente, ¢ formado NA pela enzima dopamina-
beta-hidroxilase e, para a sintese de A, a molécula de NA é metilada a A através da
feniletanolamina N-metiltransferase (GREENSPAN & GARDNER 2001) (Figura 1).

Ja a regulacdo desta biossintese se da sobre dois sitios. O primeiro encontra-se
na TH, enzima que € regulada por dois mecanismos: DA, NA e A a inibem, inibindo
competitivamente o seu co-fator, o que possibilita que o excesso de catecolaminas possa
frear sua propria sintese (GREENSPAN & GARDNER 2001). O outro estimulo, o qual
também ¢ regulatério, consiste na inducdo da sintese desta enzima ap6s o aumento da
atividade granular, mediante estimulagdo dos nervos esplancnicos (DE NICOLA 2004).
Sabe-se que os niveis plasmdticos destes hormonios podem estar aumentados até 4
horas apés a situagdo que provocou o estimulo para este aumento (DESPOPOULOS &
SILBERNAGL 1991).

As catecolaminas se acumulam em vesiculas citoplasméticas chamadas de
granulos de depdsito (DE NICOLA 2004). No interior dos granulos, elas permanecem
ligadas a ATP, o que impede sua degradacdo pela enzima monoamina oxidase. J4 a
liberacdo destes compostos derivados de aminodcidos ocorre pela estimulagdo
esplancnica, que libera acetilcolina nos terminais nervosos das células cromafins. Com
sua unido a receptores nicotinicos provoca a despolarizaciao dessas células. Com isto ha
um aumento da permeabilidade ao Ca”™, que € responsavel pela saida de catecolaminas
dos granulos. Como a membrana dos granulos acopla-se a membrana plasmaética, apos a
fusdo de ambas, o contetido granular é liberado no sangue (DE NICOLA 2004;
GREENSPAN & GARDNER 2001).
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Figura 1 — Sintese das catecolaminas a partir do aminodcido tirosina (GREENSPAN E

GARDNER 2001).
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Sobre sua regulagdo medular da secrecdo das catecolaminas, existem estimulos

exercidos diretamente na glandula ou via inervacao esplancnica (DE NICOLA 2004):

1.

Via centros nervosos: mesmo que nao tenha se localizado um centro
cortical cerebral, a estimulagdo de certas dreas corticais aumenta ou
inibe a secrec¢do de catecolaminas pela medula supra-renal, tanto pela
regulacdo dos centros hipotalamicos, como por fibras descendentes
para a medula espinal.

Substancias endégenas: entre substancias estimulantes encontram-se a
histamina, bradicinina e a angiotensina II.

Condicdes fisioldgicas ou patoldgicas:

a) estados emocionais que causam estresse como ira, medo,
ansiedade, entre outros;

b) exposicao da pele ou mucosas a condi¢des extremas de frio ou

calor excessivo (queimaduras);

c) alcalose ou acidose respiratéria, provavelmente agindo via
SNC;

d) estresse fisico, como ocorre no exercicio;

e) asfixia e anoxia, além de produzirem efeitos diretamente no
SNC, podem afetar diretamente a medula supra-renal;

f) hipoglicemia, por excitacio dos centros hipotalamicos
secretores de A, produz uma descarga hormonal suficiente para elevar a
glicemia através da glicogendlise hepdtica, ou também pela ativacdo
secrecdo de glucagon que estimula diretamente a secre¢ao de A;

g) hipotensao arterial, detectada pelos receptores do arco adrtico e
dos seios carotideos e das zonas sensiveis destes vasos, provocando a
secrecdo reflexa de A; contrariamente a hipertensio € acompanhada
inibicao da secrecao de A;

h) excita¢do de nervos sensitivos e estimulos dolorosos por agao
reflexa estimulam a secrecdo de A;

1) Algumas drogas, como anestésicos, morfina, nicotina, entre

outros.
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As acgdes fisioldgicas das catecolaminas e o papel da medula supra-renal estdao
implicados em diversas regulacdes. A regulacdo fisioldgica, via catecolaminas (A e
NA), é mediada pelos nervos sindpticos e pela medula supra-renal. O sistema simpético
tem como principal intermedidrio a NA, cuja principal funcdo é manter o sistema
vasomotor e a pressao arterial (DESPOPOULOS & SILBERNAGL 1991). Por outro
lado, a medula tem como fator preponderante a A que age a distancia sobre o organismo
regulando diversos dos exemplos citados anteriormente (DE NICOLA 2004).

Sao encontrados dois tipos de receptores especificos as catecolaminas, nos
tecidos: receptores a e B (DE NICOLA 2004; DA POIAN & CARVALHO-ALVES
2002; DESPOPOULOS & SILBERNAGL 1991; GREENSPAN & GARDNER 2001).
Os o subdividem-se em o, e oy, enquanto sdo conhecidos trés tipos B: By, B2 e B3 (DA
POIAN & CARVALHO-ALVES 2002) os quais pode-se verificar seus efeitos
fisioldgicos e os tecidos em que sdo localizados, ordenados na Tabela 1. Os B acoplam-
se a protefnas G na membrana e estimulam a adenilato ciclase, que, por sua vez, forma
AMP ciclico (AMPc), como segundo mensageiro. Isto acaba por ativar a proteina-
cinase A (PKA), que desencadeia fosforilagdes protéicas nestes tecidos (GREENSPAN
& GARDNER 2001). Existe um tipo de receptor B, pré-sindptico, que estimula a saida
de um novo neurotransmissor. O contrdrio acontece num tipo de o, que acaba por
estimular uma proteina G que inibe a adenilato ciclase, inibindo a saida de um novo
neurotransmissor. Os receptores o; pds-sindpticos estdo acoplados a proteina Gy que
estimula a fosfolipase C, a qual degrada o fosfatidilinosito-4,5-bifosfato (PIP,) em seus
em seus produtos: diacilglicerol (DAG) e inositol-4,5-trifosfato (IP3). Por conseguinte, o
DAG estimula a liberagdo de proteina-cinase C e o IP; estimula a entrada de célcio
(Ca®™) do reticulo endoplasmitico. O Ca* se liga & calmodulina, provocando a ativacdo
de proteinas cinases dependente da calcio-calmodulina (DE NICOLA 2004;
GREENSPAN & GARDNER 2001).

Os receptores de catecolaminas, através de suas interacdes ajudam a explicar o
efeito da taquifilaxia, caracterizada pela perda ou menor expressao da resposta bioldgica
ap6s administracdo intensa ou prolongada de catecolaminas. Ocorre uma
dessensibilizacdo do tecido devido a uma internalizagdo dos receptores da membrana

plasmatica para o interior da célula (DE NICOLA 2004).
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Tabela 1 — Diversos tecidos responsivos a catecolaminas e suas respectivas

reacOes fisioldgicas (DE NICOLA 2002; GREENSPAN & GARDNER 2001).

Tecido Respostas as catecolaminas Tipo de receptor
Coracao Maior contratilidade B+
Maior velocidade de conducao
Aumento da frequéncia cardiaca
Figado Glicogenolise B2,
Gliconeogénese a
Rim Gliconeogénese ay
Aumento da secrecao de renina B1, B2
Bronquios Dilatacao B2
Musculo esquelético Aumento da transmiss&do neuromuscular ay
Vasos sanguineos Dilatacao de artérias B2
Constricao de artérias a4
Venoconstricao (o
Tecido adiposo Lipdlise B+, B2, B3
Trato gastrointestinal Menor motilidade Bo
Contragao de esfincteres a
Pupila Contracado do musculo dilatador; ay
Pancreas Reducéo da secrecédo de insulina as
Aumento da secregao de insulina B

Ja o SNC ndo € influenciado diretamente pelas catecolaminas circulantes devido

a sua impermeabilidade a barreira hematoencefdlica. Com isto, os sintomas e sinais
sobre o0 sistema nervoso sao secunddrios as modificacdes cardiovasculares e metabdlicas

produzidas pelas catecolaminas (VOGT 1954).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Questoes de Pesquisa

Nao foram encontrados estudos na literatura sobre a relacdo da
fenilcetontria com o exercicio fisico e catecolaminas. Desse modo, ndo é possivel
determinar se individuos com essa doenga, tratados precocemente, porém com dieta ndo
controlada corretamente, submetidos a exercicio aerdbico, apresentam aumento
significativo nas concentragdes supra-renais de catecolaminas em rela¢do a individuos
nido exercitados. A condicdo de hiperfenilalaninemia dos ratos a serem estudados,
simula o perfil do individuo fenilcetondrico ndo tratado ou que ndo segue estritamente

seu tratamento dietético.

3.2 Populacao e Amostra

Desenho experimental em modelo animal, utilizando amostra aleatéria.

3.3 Definicao das Variaveis

3.3.1 Conceitual

e Ratos com hiperfenilalaninemia (HPA): ratos Wistar com idade de 15 dias,
com aumento da concentracdo da fenilalanina plasmdtica induzida pela
administracdo do inibidor da enzima PAH, o-MP (1,6 umol.g'l),
concomitante a doses de fenilalanina (2,1 umol.g™") em injecdes duas vezes
ao dia, durante 17 dias (adaptado de HAGEN et al. 2002).

e Exercicio: 14 dias de corrida em esteira rolante em intensidade aerdbica,
com duragdo de 20 minutos (SCOPEL et al. 2006; CECHETTI et al. 2008).

e (atecolaminas: hormonios sintetizados nas glandulas supra-renais,
mensurado pelo método de fluorescéncia do triidroxindol (KELNER et al.
1986), onde as catecolaminas reagem com ferricianeto de potdssio na

presenca de tampao, sendo interrompida por dcido ascorbico.
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3.3.2 Operacional

¢ O modelo de hiperfenilalaninemia utilizado tem como inten¢do mimetizar o
aumento da concentracdo plasmatica de fenilalanina do individuo com
fenilcetondria ndo tratado.

® O exercicio fisico proposto teve como caracteristica ser predominantemente

aerébico (SCOPEL et al. 2008).

3.3.3 Dependente

¢ Concentragdo catecolaminas nas glandulas supra-renais.

3.3.4 Independentes

¢ (Concentragao de fenilalanina no sangue e tecidos dos grupos HPA.

o Intensidade relativa do exercicio.

3.4 Instrumentos de Pesquisa

- Materiais
Esteira motorizada para roedores
Centrifuga para microtibulos

Espectrofotofluorimetro

- Métodos

Foram utilizados 20 ratos Wistar com 15 dias de vida, procedentes do
Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Sendo
que a autorizagdo da utilizacdo de animais por este departamento precede que o
experimento destinado j4 esteja de acordo com o Comité de Etica Animal, tudo foi
realizado dentro das normas especificas.

Os animais foram alojados em gaiolas com suas respectivas ninhadas (trés)

e tiveram mensurada a massa corporal total durante todos os dias até o experimento,
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sendo também marcados na cauda com caneta colorida, para identificar a qual dos
quatro grupos abaixo pertenciam:
e Sedentdrio Salina (SedSAL) — ratos que receberam salina, n=6;
e Sedentario HPA (SedHPA) — ratos com hiperfenilalaninemia, n=6
e Exercicio Salina (ExeSAL) — ratos sauddveis que foram exercitados n=4;
e Exercicio HPA (ExeHPA) — ratos com hiperfenilalaninemia que foram
exercitados n=4.

As gaiolas continham ratos de diferentes grupos, com racao e dgua ofertados
livremente. As gaiolas permaneciam sempre na mesma sala climatizada, com ciclo
claro-escuro de 12:12 horas.

Para mimetizar a condicdo de fenilcetontiria, com pouco controle da dieta
alimentar, o modelo proposto por Hagen et al. (2002) foi utilizado, com um aumento de
dias de intervenc¢do, adaptando o modelo cronico para a doenca. Assim a partir do 15°
dia de vida, até o dia que precedeu o ultimo dia de experimento, os ratos dos grupos
HPA (SedHPA e ExeHPA) receberam, as 9 horas, uma inje¢ao subcutanea de a-metil-
fenilalanina e fenilalanina, nas doses de 1,6 umol.g'1 e 2,1 umol.g'1 respectivamente, e,
ap6s 8 - 9 horas, receberam uma injecdo de fenilalanina na mesma concentracdo da
anterior. Enquanto os grupos Salina (SedSAL e ExeSAL) receberam solucdo salina nas
mesmas proporcoes e hordrios dos grupos HPA. Todas as inje¢des apresentavam
volume total de 10 pL. por grama de massa corporal, pH = 7,4 e foram aplicadas com
seringas de 1 mL com agulha 13 x 4,5 mm.

A partir do 18° dia de vida, os ratos dos grupos dos grupos sedentarios
permaneceram em suas gaiolas enquanto os dos grupos exercitados realizaram o
protocolo de exercicio uma hora ap6s a segunda injecao do dia, os quais ja haviam sido
ambientados a esteira rolante motorizada durante cinco minutos nos trés dias que
antecederam o inicio do treinamento descrito a seguir:

® 5 minutos de aquecimento;
e 20 minutos na velocidade média de 12 m.min™".

A esteira rolante motorizada utilizada € propicia para roedores (Insight EP
131), com seis raias limitadas por paredes acrilicas, com os marcadores de tempo e de
distancia percorrida (em metros) digitais.

No dia seguinte, apds o décimo quarto dia de exercicio, quando os ratos

completaram 32 dias de vida, houve o sacrificio dos animais por decapitacdo sem
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anestesia, os quais tiveram as glandulas supra-renais removidas rapidamente, limpas
(retirada do tecido adiposo e vasos sanguineos superficiais) € suas massas mensuradas.
Ap0s isto, foram homogeneizadas com a solucdo 4cido acético (CH;COOH) na diluicao
de 10%. O produto foi colocado em microtibulos para centrifugagao durante um minuto
a velocidade de 10000 G e temperatura de 4°C (sempre utilizando a centrifuga
Eppendorf Centrifuge 5417R). Entdo, o sobrenadante foi utilizado para a realizagdo da
técnica de mensuracdo de catecolaminas por fluorimetria (baseado na técnica de
KELNER et al. 1986), por meio de leitura tnica no aparelho de espetrofotofluorimetria
(Molecular Devices — Espectra Max Gemini XPS), com excita¢dao de 420 nm e emissao
de 510 nm. Para analise da leitura da fluorescéncia obtida na amostra, foi obtida uma

curva padrdo de A (Sigma) nas concentragdes de 0, 25, 50, 100, 150, 200 e 250 uM.

3.5 Processamento de Dados

Com a equacdo da reta de regressdo linear obtida por meio dos valores da
curva de A, foi calculada a concentracdo de catecolaminas nas amostras:

y=ax+b

Onde:
y = fluorescéncia da amostra
X = concentracdo A (uM)
a = coeficiente angular

b = intercepto (valor de y para concentracdao 0 uM de catecolaminas)

Assim, os valores de leitura espectrofotofluorimétrica foram transformados
em concentracdo, em UM, de catecolaminas e, com a utilizagao do peso molecular da A
utilizada para a curva (PM = 3333 g.mol'l), os valores foram convertidos em

quantidade total, em pg, de catecolaminas por glandulas.

3.6 Procedimentos Estatisticos

Primeiramente, verificou-se a normalidade dos dados através do teste de
Shapiro-Wilk e a homogeneidade das variancias pelo teste de Levene. Apds, foi
realizada uma anélise de variancia (ANOVA) de dois fatores: doenca (SAL e HPA) e
treinamento (Sed e Exe), complementando com post-hoc de Tukey. Os valores-p
significativos foram considerados a 5% de significancia (a = 0,05). Foi utilizado o

software SPSS versao 14.0 para Windows.
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4 RESULTADOS

Ao analisarmos a concentracdo de catecolaminas nas glandulas supra-renais,
foram encontradas diferencgas significativas entre os grupos SedHPA e ExeHPA como
entre SedHPA e SedSAL (p < 0,05), para as médias expostas na Figura 2.

O protocolo de exercicio fisico aplicado levou ao significativo aumento nos
niveis de catecolaminas das glandulas supra-renais do grupo ExeHPA em relacdo ao
SedHPA. Também foi observado uma diminui¢do nos niveis catecolaminérgicos do
Grupo SedHPA quando comparado ao SedSAL. Com isto pdde-se observar que o
exercicio propiciou um aumento significativo no conteudo catecolaminérgico das
glandulas supra-renais dos ratos hiperfelinaninémicos treinados, quando comparado

com os seus controles.

400
350 -
300 *
250 -
200 -
150 -
100 -

50 -

.

Catecolaminas (pg) por glandulas

SedSAL SedHPA ExeSAL ExeHPA

Figura 2 — Contetdo total de catecolaminas nas supra-renais (ug por glandulas) dos
ratos sedentdrios (Sed) e exercitados (Exe) que receberam salina (SAL) ou modelo
hiperfenilalaninemia (HPA), n=4-6 por grupo. Resultados expressos em média + DP.
* indica diferenca de SedSAL (p=0,036); # indica diferenca de SedHPA (p=0,007)
verificadas por ANOVA de duas vias com post hoc de Tukey (a=0,05).
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5 DISCUSSAO

Ao se utilizar o modelo de hiperfenilalaninemia (HAGEN 2002), pode-se
observar a influéncia nos niveis de catecolaminas sobre o grupo sedentdrio analisados, o
que era esperado devido a mimetizacdo da fenilcetondria. Como a ocorréncia da
hiperfenilalaninemia € acarretada pela ndo conversio de fenilalanina a tirosina, devido a
inibicdo da enzima PAH pela a¢do da o-MP (TAYLOR 1983), e os animais ndo foram
submetidos a uma dieta carente de fenilalanina, consequentemente, mesmo nao tendo
sido mensurada, uma diminui¢io nos niveis de tirosina deve ter ocorrido. Por
conseguinte, com a caréncia do aminoécido precursor das catecolaminas, era de se
esperar a diminuicdo nos niveis das mesmas, como ji fora descrito em estudos
anteriores (SCHULPIS et al. 2005). Logo, maiores concentracdes de fenilalanina
plasmadtica, as quais devem proporcionar uma maior captacao da mesma pelas glandulas
supra-renais com relacdo a tirosina (SCHULPIS et al. 2005), podem ser o motivo que
levou a uma diminui¢do da sintese de catecolaminas pelas glandulas dos grupos deste
modelo que ndo foram submetidos a treinamento, quando comparados aos treinados e
também ao controle sedentdrio.

Como se esperava que o exercicio fisico regular e controlado pudesse ser um
estimulo para a reversdo no quadro de deplecdo desses hormonios nessa populacio,
foram utilizados como embasamento tedrico principalmente trés estudos. Um deles foi o
de Kjer (1997), o qual encontrou uma maior concentracdo de catecolaminas nas
glandulas supra-renais, em ratos submetidos a treinamento fisico cronico. Outro foi de
Ulrich-Lai et al. que, em 2006, submeteu ratos a estresse cronico durante 14 dias e
encontrou hipertrofia da medula supra-renal dos mesmos, o que poderia ser resultante
de um aumento nos niveis hormonais deste tecido. Por fim, Tiimer et al. (2001), os
quais controlaram a intensidade, duracdo e frequéncia do exercicio, observaram um
aumento no RNAm da enzima TH. A partir destes trabalhos, foi desenhado o protocolo
de treinamento regular em ratos com hiperfenilalaninemia induzida, procurando ter o
controle sobre estes fatores (intensidade, duracdo e frequéncia), com o intuito de
observar a influéncia do mesmo sobre os niveis catecolaminérgicos de suas glandulas
supra-renais.

Como foi apresentado nos resultados, os 14 dias de treinamento aerdbico, ao
qual foram submetidos os ratos do grupo Exe, foram suficientes para provocar um

aumento significativo nos niveis de catecolaminas das glandulas supra-renais do grupo
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hiperfenilalaninémico quando comparado ao mesmo grupo sedentdrio. Este resultado
vai ao encontro dos estudos de Kjer, 1997, o qual analisou estes parametros em ratos
saudaveis, neste caso durante 10 semanas de treinamento fisico.

Apesar de nao esclarecido o mecanismo de aumento desses niveis hormonais nas
glandulas, uma maior ativacdo do sistema nervoso simpdtico pelo exercicio fisico
(ASTRAND 2006) pode ter proporcionado um estimulo suficiente para, mesmo com
menores niveis de tirosina circulante e consequentemente intracelular, provocar um
aumento na sintese das catecolaminas. Para isto, existem possiveis explicacdes para os
resultados deste estudo. Uma delas seria que o exercicio regular e controlado poderia ter
proporcionado um aumento na expressdao da enzima TH. Isto iria ao encontro dos
achados de Tiimer et al. (2001) os quais encontraram um aumento no RNAm da enzima
TH, apds expor roedores a treinamento fisico controlado em esteira. Outro fator que
poderia ter influenciado no possivel no aumento da expressao de TH, seria o aumento
nos niveis de angiotensina Il proporcionados pelo exercicio fisico (MARTINELLI et al.
2010). Dogan et al. (2004) ja observaram que quantidades aumentadas de angiotensina
IT acarretam um aumento do RNAm da enzima TH.

Além disso, um aumento de alguma das outras enzimas da via de sintese de
catecolaminas poderia também provocar uma maior producdo destes hormonios.
Portanto, a forma como o exercicio proporcionou uma modulacdo para o aumento de
catecolaminas nas supra-renais do modelo de hiperfenilalaninemia nao estd clara, o que

abre possibilidades para novos estudos serem realizados.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo obteve resultados os quais demonstraram a possibilidade
de o exercicio fisico aerébico regular ser uma estratégia interessante para restaurar a
concentracdo de catecolaminas nas glandulas supra-renais em ratos no estado
hiperfenilalaninémico. Nao foram encontrados estudos que relacionassem exercicio
aerébico com individuos hiperfenilalanin€micos e seus niveis catecolaminérgicos na
literatura cientifica. Com isso, mais pesquisas devem ser realizadas para a comprovacgao
da utilizacdo de exercicio fisico aerébico na condi¢do de hiperfenilalaninemia,
caracteristica do individuo fenilcetontrico. Isso pode ser importante no caso de
pacientes ndo seguidores assiduos de sua dieta restrita como estratégia na elevacao nos

niveis de catecolaminas supra-renais.
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