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RESUMO

A fenilcetonturia (PKU) é caracterizada bioquimicamente pelo acimulo de fenilalanina
(Phe) e seus metabdlitos nos tecidos dos pacientes afetados. O dano neuroldgico é a
marca da PKU e a Phe é considerada o principal agente neurotéxico nesta doenca, cujos
mecanismos de neurotoxicidade sdo pouco conhecidos. A alanina (Ala) é nutricional-
mente um aminodacido nao essencial. Ela é o principal aminoécido gliconeogénico porque
pode originar piruvato e glicose, tendo sido, por este motivo, usada como um suplemento
dietético em combinacao com o hormonio de crescimento no tratamento de criancgas sub-
nutridas afetadas por algumas doencas metabdlicas herdadas, para induzir o anabolismo.
O principal objetivo do presente trabalho foi medir as atividades dos complexos da cadeia
respiratéria mitocondrial (CCR) e succinato desidrogenase (SDH) no cértex cerebral de
ratos Wistar sujeitos a hiperfenilalaninemia (HPA) quimicamente induzida e & adminis-
tragao cronica de Ala, desde o 62 até o 212 dia de vida pdés-natal. Também investigamos
o efeito in vitro da Phe e Ala nas atividades da SDH e CCR em cortex cerebral de ratos
de 22 dias de idade. Os resultados mostraram uma redugao nas atividades da SDH e
complexos I 4 III no cortex cerebral de ratos sujeitos a HPA e também no cértex cerebral
de ratos sujeitos a administracao de Ala. Também verificamos que ambos: Phe e Ala
inibiram in vitro a atividade dos complexos I + III por competicao com NADH. Con-
siderando a importancia da SDH e CCR para a sustentacao do suprimento energético
para o cérebro, nossos resultados sugerem que o déficit energético possa contribuir para
a neurotoxicidade da Phe em PKU. Em relacao a Ala, ficou evidenciado que mais in-
vestigacOes serao necessarias antes de considerar a suplementacao com Ala como uma

terapia adjuvante valida para criangas com estas doengas.



ABSTRACT

Phenylketonuria (PKU) is biochemically characterized by the accumulation of pheny-
lalanine (Phe) and its metabolites in tissues of affected children. Neurological damage
is the clinical hallmark of PKU and Phe is considered the main neurotoxic metabolite
in this disorder, which mechanisms of neurotoxicity are poorly known. Alanine (Ala)
is a nutritionally nonessential amino acid. It is the principal gluconeogenic amino acid
because it can originate pyruvate and glucose. It has been suggested that Ala could
be used as a dietary supplement in combination with growth hormone in the treatment
of undernourished children affected by some inherited metabolic diseases to induce an-
abolism. The main objective of the present work was to measure the activities of the
mitochondrial respiratory chain complexes (RCC) and succinate dehydrogenase (SDH)
in brain cortex of Wistar rats subjected to chemically induced hyperphenylalaninemia
(HPA) and to chronic alanine administration from the 6 to the 21 day of life. We
also investigated the in wvitro effect of Phe and Ala on SDH and RCC activities in the
cerebral cortex of 22-day-old rats. The results showed a reduction of SDH and complex
I + III activity in brain cortex of rats subjected to HPA and also in brain cortex of rats
subjected to alanine administration. We also verified that both Phe and Ala inhibited
the in wvitro activity of complexes I + III by competition with NADH. Considering the
importance of SDH and RCC for the maintenance of energy supply to brain, our results
suggest that energy deficit may contribute to the Phe neurotoxicity in PKU. Besides, our
results indicate that more investigation would be necessary before considering alanine

supplementation as a valid adjuvant therapy to sick children with these disorders.



1 — INTRODUCAO

1.1 — Hiperfenilalaninemia e fenilcetonuria

Hiperfenilalaninemia (HPA) é o termo genérico para identificar as concentragoes
persistentemente elevadas da fenilalanina (Phe), acima da distribuigao dos valores plas-
maticos considerados normais (Scriver e Kaufman, 2001). As causas genéticas da HPA
incluem mutacdo no gene da enzima hepética fenilalanina hidroxilase (EC 1.14.16.1)
(PAH). Muitas mutagoes no locus do gene da PAH podem causar a fenilcetonuria (PKU)
que é um erro inato do metabolismo de aminoacidos. Esta doenga tem uma incidéncia
aproximada de 8 para 100.000 nascidos vivos e é transmitida por genes autossomicos re-
cessivos (Nelson e Cox, 2000). Em individuos homozigotos, a atividade enzimética pode
apresentar-se alterada (ky, ou Vp.x. modificados) ou estar ausente; os heterozigotos nao
manifestam a doenga, pois um alelo normal determina sintese suficiente da enzima (Marz-
zoco e Torres, 1990). A fenilcetontria é a causa mais comum de niveis elevados de Phe no
sangue. Quando a PAH é geneticamente defeituosa, uma via secundaria do metabolismo
da Phe, normalmente pouco empregada, passa a ter grande atuacao (Figura 1.1). Nesta,
a reacao inicial mais significante é a transaminacao da Phe para formar fenilpiruvato,
tornando-se uma via funcionalmente significante ja que esta reacao é induzida pelo sub-
strato, porém, nao ¢ completamente operativa em recém-nascidos prematuros ou na
primeira fase de HPA. Ambos, fenilalanina e fenilpiruvato, sdo acumulados no sangue e
tecidos e sao excretados na urina, razao pela qual esta condicao patologica é chamada de
fenilcetonuria (Lehninger et al., 1993; Scriver e Kaufman, 2001). Bowden e McArthur
(1972) verificaram que na acidemia fenilpiruvica, o dcido fenilpirivico inibe a piruvato

descarboxilase no cérebro, mas nao no figado. Sugeriram que isto explicasse o defeito na



formacao da mielina e o retardo mental nesta doenca. A maior parte do fenilpiruvato é
descarboxilada para produzir fenilacetato ou reduzida para formar fenilactato. O feni-
lacetato tem um odor tao forte e caracteristico que foi usado para detectar a PKU em

criancas.
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Figura 1.1: Via principal e uma das vias secundarias de degradacao da fenilalanina

(adaptado de Scriver e Kaufman, 2001).

A enzima PAH estd ativa em hepatécitos humanos (e nos rins), mas a Phe ¢é in-
corporada nas proteinas de todos os tecidos, e a conversao da Phe em varios metabdlitos
também ocorre em outros tecidos além do figado. Deste modo, os fluxos entre os 6rgaos

sao parte integral da rota para este aminoacido e o transporte da Phe através da mem-



brana plasmatica deve ser anterior a sua entrada nas vias intracelulares. A captacao
da Phe em células de mamiferos é mediada por transportadores que estao acoplados a
um gradiente de Na™ orientado para o interior dos apices das membranas dos rins e
epitélio intestinal, e por transportadores independentes de Na™ em outras membranas
plasmaticas. A Phe proveniente do plasma e fluido extracelular entra nas células paren-
quimatosas através de um transportador independente de Na™, o qual transporta os
aminoacidos aromaticos e de cadeia ramificada e sai das células através de um sistema
compartilhado pelos aminoacidos de carga neutra. Interagoes entre os aminoacidos nos
transportadores podem perturbar estes fluxos e podem ter um papel na patogénese do
fenotipo cerebral em PKU, pois o excesso de Phe pode competir com outros aminoacidos
pelo transporte através da barreira hematoencefalica, resultando na deplecao de alguns
metabdlitos muito necessarios.

A reacao de hidroxilacao da Phe é uma etapa obrigatéria e limitante na via
catabdlica que leva a completa oxidacao da Phe em CO5 e H,O. Os produtos cetogénicos
(por exemplo: acetoacetato) e gliconeogénico (por exemplo: fumarato) do catabolismo
da Phe contribuem para o conjunto (“pool”) de metabdlitos de 2 carbonos e glicose no
organismo. Nesta visao da dependéncia parcial do cérebro no suprimento periférico de
glicose, a habilidade da Phe em prover substratos gliconeogénicos, neste contexto, tem
um papel na funcao e desenvolvimento cerebral normal. A hidroxilacao da Phe tem
outro papel no metabolismo dos mamiferos, provendo o organismo com um suprimento
endogeno do aminoacido nao essencial tirosina. Quando a hidroxilagao é deficiente, a
tirosina torna-se um aminodcido essencial. O cérebro nao contém PAH, mas contém
outra enzima, a tirosina hidroxilase, que catalisa a conversao da Phe em tirosina. Talvez
a tirosina hidroxilase agindo sobre a Phe, forneca uma fragao significante da tirosina
necessaria para a sintese protéica; se ela pode fazer o mesmo em PKU, ainda é motivo
de duvida.

A prépria Phe provavelmente seja o agente neurotéxico na PKU. Os metabdlitos
da Phe nao sao encontrados na doenga humana (ou de ratos) em concentragoes suficien-

temente altas para serem relacionados com o distirbio metabdélico e quimico no cérebro,



pois suas concentragoes, por exemplo no fluido cerebroespinhal, nao tém nenhuma relagao
com as usadas para demonstrar os efeitos toxicos in vitro em experimentos animais. Estu-
dos recentes em ratos mutantes para PKU negam a relevancia de metabdlitos da prépria
Phe (Scriver e Kaufman, 2001). Quaisquer que sejam seus mecanismos, as conseqiiéncias
neurotédxicas da Phe na PKU podem ser agudas e reversiveis ou cronicas e irreversiveis.

Em pacientes PKU classicos nao-tratados, sao encontrados niveis sanguineos
de Phe que atingem até 2,4 mM. O valor de Phe livre no plasma de pessoas normais
nao ¢é significativamente diferente em jovens e adultos. O valor em adultos normais, sob
condigoes fisiolgicas, é 58 + 15 uM. Os valores correspondentes em criancas (com média
de idade de 8 anos) e adolescentes (com média de 16 anos de idade) sdo 62 £+ 18 uM
e 60 = 13 puM, respectivamente.Valores em recém-nascidos e criancas mais velhas sao
semelhantes aos dos adultos. O desenvolvimento cognitivo e as fungoes neurofisiologicas
deficientes em PKU sao complexos, mas ha um consenso emergente de que a prépria
Phe, em concentragoes elevadas, é uma molécula nociva (Scriver e Kaufman, 2001).

As principais caracteristicas clinicas desta doenca sao retardo mental, irritabi-
lidade, movimentos despropositados, reflexos diminuidos dos tendoes, convulsoes, pig-
mentagao diminuida da pele, eczema e escleroderma, formacao deficiente de mielina,
microcefalia e vomitos. O déficit de aprendizagem em pacientes PKU, poderia ser dev-
ido, ao menos em parte, a producao reduzida de neurotransmissores por um transporte
deficiente de tirosina através da barreira hematoencefdlica, uma vez que os niveis de
tirosina plasmatica sdo baixos em PKU (Hanley et al., 2000). No entanto, os niveis
liquéricos de tirosina sao altos, pois a Phe é transformada em tirosina no cérebro pela
triptofano hidrolase (Scriver e Kaufman, 2001). Com um diagndstico precoce da PKU, o
retardo mental pode ser prevenido em grande extensao através de um controle dietético
rigido. A dieta precisa suprir as quantidades de Phe suficientes e necessarias para suprir
as necessidades de tirosina e de sintese protéica do organismo. O consumo de alimentos
ricos em proteinas precisa ser controlado.

Trabalhos anteriormente realizados no Laboratério de Erros Inatos do Metabo-

lismo evidenciaram que a Phe inibe a captacao de glicose in wvitro pelo cértex cere-



bral de ratos (Rodrigues et al., 1990), a atividade da Na™, KT—ATPase in vitro e in
vivo (Wyse et al., 1995) e a fosforilagao de proteinas do citoesqueleto (Freitas et al.,
1995). Além disso, também foi reportada uma reducdo significativa do metabolismo
da glicose no cérebro de pacientes PKU, principalmente na substancia branca (Hassel-
bach e et al., 1996). Juntos, estes dados sugerem que este aminodcido compromete
a producao energética cerebral e/ou sua utilizacdo. Déficits na energia cerebral pode-
riam explicar as anormalidades na mielinizagao, na densidade e organizacao celular,
arborizacao dendritica e nimero de espinhas sinapticas encontradas no cérebro de pa-

cientes PKU nao tratados (Bauman e Kemper, 1982).

1.2 — Mitocondrias

Sao organelas das células eucaridticas que apresentam uma membrana externa
facilmente permeavel a pequenas moléculas e fons, e a membrana interna que é im-
permedvel & maioria das moléculas pequenas e fons, incluindo os prétons (H™); as tinicas
espécies que atravessam a membrana interna sao aquelas para as quais existem proteinas
transportadoras especificas. Na membrana interna estao situados os componentes da
cadeia respiratoria e o complexo enzimatico responsavel pela sintese do ATP. A matriz
mitocondrial, o espaco envolto pela membrana interna, contém o complexo da desidroge-
nase pirivica e as enzimas do ciclo do acido citrico, a via da f—oxidacao dos acidos graxos
e as vias da oxidagao dos aminodacidos - todas as vias de oxidagao dos combustiveis, ex-
ceto a glicdlise, que ocorre no citosol. Pelo fato da membrana interna ser seletivamente
permeavel, ela segrega os intermediarios e as enzimas das vias metabdlicas citosolicas
dos processos metabdlicos que ocorrem na matriz. Transportadores especificos carregam
piruvato, acidos graxos e aminoacidos e seus derivados a—cetoacidos para dentro da
matriz para terem acesso a maquinaria do ciclo do acido citrico. Semelhantemente, o
ADP e o fosfato inorganico (Pi) sdo transportados especificamente para dentro da ma-
triz a medida que o ATP é transportado para fora. A cadeia respiratéria mitocondrial
consiste de uma série de transportadores de elétrons, em sua maioria constituidos por

complexos multiprotéicos, cujos grupos prostéticos sao capazes de aceitar ou doar um



ou dois elétrons. Cada componente da cadeia pode aceitar elétrons de um transportador
precedente ou transferi-los para o seguinte numa seqiiéncia especifica. Transportadores

moveis como a Coenzima Q (CoQ) e o citrocomo ¢ transportam elétrons entre os com-

plexos (Nelson e Cox, 2000) (Figura 1.2).
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Figura 1.2: Direcao do fluxo de elétrons através da cadeia de transporte de elétrons.

(Adaptado do Molecular Cell Biology (Lodish et al., 2000)).

Portanto, essas organelas sao devotadas a producao energética através da fos-
forilagao oxidativa (OXPHOS) (Di Donato, 2000). A OXPHOS gera o méaximo da

energia celular e requer a agao bem coordenada de varios complexos enzimaticos res-
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piratérios localizados numa estrutura especial da membrana mitocondrial interna, a
cadeia respiratéria mitocondrial (CR). A CR ou cadeia de transporte de elétrons mito-
condrial é composta de quatro complexos (I-IV) e estd construida para aceitar elétrons do
NADH e FADH,, transferindo-os através de uma série de reagoes de oxidorreducao até o
oxigenio molecular para produzir 4gua e simultaneamente acoplar esta reagao exergonica
a translocagao de prétons através da membrana interna (Wallace, 1999). O complexo I
ou NADH: ubiquinona oxirredutase realiza a oxidacao do NADH derivado da oxidacao
de acidos graxos, piruvato e aminoacidos; complexo II ou succinato: ubiquinona oxirre-
dutase é um componente do ciclo de Krebs que realiza a oxidagao do FADH,, derivado do
ciclo de Krebs, transferindo os elétrons do succinato a ubiquinona. A succinato desidro-
genase (SDH) é uma importante enzima do complexo II; o complexo III ou ubiquinol:
ferricitocromo-c oxirredutase e o complexo IV ou citocromo ¢ oxidase transferem elétrons
do citocromo ¢ ao oxigénio. A sintese de ATP ¢é a outra reacao fundamental da CR mi-
tocondrial. O fluxo de prétons (gradiente eletroquimico de prétons) gerado durante o
transporte de elétrons pela cadeia de transporte de elétrons, dirige a formagao de ATP a
partir de ADP e Pi através da enzima ATP sintase (complexo V) (Babcock e Wikstrom,
1992)(Wallace, 1999).

1.3 — Alanina

A alanina (Ala) é um aminodcido nutricionalmente nao essencial sintetizado
pela transaminacao do piruvato originado da glicose. Por outro lado, a Ala é o principal
aminodacido gliconeogénico porque pode originar piruvato e glicose através da via in-
versa. Este processo ocorre predominantemente no figado até uma saturacao plasmatica
limitada em aproximadamente 9 mM. A Ala participa do assim chamado ciclo glicose-
alanina, no qual a alanina proveniente do tecido muscular ¢é utilizada na gliconeogénese
hepética, carregando simultaneamente os grupos amino dos aminoacidos para o figado,
para remoc¢ao da amonia através da sintese da uréia (Rodwell, 2000).

O transporte de Ala através da barreira hematoencefalica é mediado principal-

mente através do sistema de transporte A. A Ala acumula rapidamente nos sinaptosso-
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mas cerebrais de ratos pelos sistemas de captacao de alta e de baixa afinidade (Erecinska
et al., 1994). No cérebro, a Ala é utilizada para a sintese de aspartato, glutamato, glu-
tamina e também de proteinas (Baldsz, 1965)(Banos et al., 1978). Por outro lado, a
Ala pode ser transaminada a piruvato, o qual é transformado em oxaloacetato ou acetil
coenzima A na mitocoéndria, gerando, desta forma, energia (Rodwell, 2000).

Trabalhos anteriores realizados no Laboratorio de Erros Inatos do Metabolismo
evidenciaram que a Ala previne a inibicao in vivo e in vitro da atividade da Na™, KT,
—ATPase em membrana plasmética sindptica de cértex de ratos causada por Phe (Wyse
et al., 1995; Wyse et al., 1999) e também previne a inibi¢ao in vivo e in vitro da fos-
forilacao de proteinas do citoesqueleto de cértex cerebral de ratos causada pelo mesmo
aminodcido (Freitas et al., 1995; Freitas et al., 1997; Carreras et al., 2000). Considerando
ainda que a administracao de Phe em ratos reduz os niveis circulantes de Ala e sua
captagao cerebral (de Céspedes et al., 1989), é possivel que a suplementacao alimentar
de Ala possa ser benéfica aos pacientes PKU.

Por ser a Ala um aminoécido nao-essencial e nao estar associada a nenhuma des-
ordem metabdlica, sua suplementacao dietética foi considerada segura e usada como um
suplemento na dieta em combinac¢ao com o hormonio de crescimento no tratamento de
criancas subnutridas com doencas metabdlicas herdadas (Marsden et al., 1994). Ainda
assim alguma precaucao deve ser tomada, pois foi descrito que a sobrecarga da ter-
minacao nervosa com a Ala pode ser deletéria a funcao neuronal devido ao aumento da

liberagao de glutamato.

1.4 — Objetivos

1.4.1 — Verificar o efeito da fenilalanina sobre a atividade dos complexos da
cadeia respiratdria e da succinato desidrogenase em cortex cerebral

de ratos jovens.

O objetivo principal consistiu na determinacao das atividades dos CCR e SDH
no cértex cerebral de ratos jovens sujeitos a hiperfenilalaninemia (HPA) induzida quimi-

camente. Também investigamos os efeitos in vitro da Phe nas atividades dos CCR e SDH
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no cortex cerebral de ratos nao-tratados. Esta investigagao teve o intuito de contribuir
para a compreensao dos mecanismos responsaveis pela etiopatogenia dos danos cerebrais

caracteristicos da PKU.

1.4.2 — Verificar o efeito da alanina sobre a atividade dos complexos da
cadeia respiratéria e da succinato desidrogenas em cortex cerebral

de ratos jovens.

Considerando que tem sido proposto que a Ala pode ser usada como um su-
plemento na dieta em alguns estados patolégicos associados a dano neuroldgico, e que
nada tem sido feito pra investigar os efeitos da Ala na producao de energia mitocondrial
cerebral, o principal objetivo da presente investigacao foi determinar o efeito da Ala nas
atividades dos complexos da cadeia respiratéria (CCR), os principais responsaveis pela
energia produzida nas células, e também na SDH, considerada um marcador da funcao
neural. Estas atividades foram medidas no cértex cerebral de ratos jovens sujeitos a
administracao cronica da Ala e também na presenca de Ala no meio de incubagdo no

cortex cerebral de ratos jovens nao tratados.
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2 — RESULTADOS

OBJETIVO 1

Verificar o efeito da fenilalanina sobre a atividade dos complexos da
cadeia respiratéria e da succinato desidrogenase em coértex cerebral de ratos

jovens.

RESULTADO 1- Artigo 1

Virginia Cielo Rech, Luciane Rosa Feksa, Carlos Severo Dutra-Filho, Angela Terezinha
de Souza. Wyse, Moacir Wajner, Clovis Milton Duval Wannmacher. Inhibition of the
matochondrial respiratory chain by phenylalanine in rat cerebral cortex. Neurochemical

Research (aceito para publicagao).

OBJETIVO 2

Verificar o efeito da alanina sobre a atividade dos complexos da cadeia

respiratoria e da succinato desidrogenase em cortex cerebral de ratos jovens.

RESULTADO 2 - Artigo 2

Virginia C. Rech, Luciane R. Feksa, Carlos S. Dutra-Filho, Angela T. S. Wyse, Moacir
Wajner, Clovis M. D. Wannmacher. Inhibition of the mitochondrial respiratory chain by

alanine in rat cerebral cortex. (enviado para publicagdo no Metabolic Brain Disease)
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3 — CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

3.1 — Conclusoes

A fenilcetonuria foi uma das primeiras doencas de erros inatos do metabolismo de
aminodcidos a ser estudada, por isso muitos mecanismos ja foram descritos na literatura,
mas muito estudo precisa ser ainda realizado para compreendermos melhor a patogénese
desta doenga. O objetivo em estudar os efeitos da Phe sobre as atividades dos CCR in
vitro e in vivo no cortex cerebral de ratos foi o de poder contribuir para a elucidagao
dos danos cerebrais causados nesta doenga. A Ala também foi testada porque em alguns
estudos anteriormente realizados este aminoacido reverteu os danos causados pela Phe
e por este motivo poderia ser considerado para a realizacao de ensaios clinicos como um
suplemento na terapia de criancas afetadas pela doenca.

Nossos resultados evidenciaram uma inibicao @ wvivo e n wvitro dos
complexos I 4+ III da cadeia respiratéria no cérebro de ratos jovens causado pela Phe.
Esta reducao foi causada por provavel competicao com o NADH ao nivel do complexo 1.
A Phe também diminuiu a atividade da SDH no cérebro de ratos sujeitos a HPA quimi-
camente induzida. E dificil extrapolar estes resultados a PKU humana. Se esta inibi¢ao
ocorre também no cérebro de pacientes PKU, isso nos induz a especular se a deficiéncia
mitocondrial poderia resultar em morte celular apoptotica, ou no abaixamento do limiar
da célula para ser submetida a apoptose. Neste caso, o déficit energético causado pela
inibicao dos CCR e SDH pode contribuir para os danos cerebrais caracteristicos em PKU.

Também verificamos uma inibicao in vivo e in vitro dos complexos I + III da
cadeia respiratéria no cérebro de ratos de 22 dias causados pela Ala e reducao in vivo

da atividade da SDH. A inibicdo dos complexos I + III pode ter sido causada pela
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competicao entre Ala e NADH, provavelmente ao nivel do complexo I. Se esta inibicao
ocorrer também no cérebro humano, ela nos induz a especular que a deficiéncia mito-
condrial induzida pela Ala poderia resultar numa alteracao da fungao cerebral. Por essa
razao, estes resultados indicam que serd necessario realizar mais estudos bioquimicos
sobre os efeitos desta suplementacao de Ala antes que a mesma possa ser considerada

uma terapia adjuvante segura para criancas doentes.

3.2 — Perspectivas

Nossos resultados abrem a perspectiva de continuarmos a investigagao com os

seguintes objetivos:

1 - Verificar os efeitos da hiperfenilalaninemia (PKU) quimicamente induzida sobre a
atividade dos complexos da cadeia respiratoria em cortex cerebral, hipocampo e

cerebelo.

2 - Verificar os efeitos da a-metilfenilalanina, fenilalanina e seus metabdlitos sobre
a atividade in wvitro dos complexos da cadeia respiratéria em cortex cerebral,

hipocampo e cerebelo de ratos jovens.

3 - Estudar os mecanismos de acao in vitro e in vivo da a-metilfenilalanina, fenilalanina
e seus metabolitos sobre a atividade in vitro dos complexos da cadeia respiratéria

em cértex cerebral, hipocampo e cerebelo de ratos jovens.
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