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RESUMO

A Fenilcetonuria (PKU) € um erro inato do metabolismo dos aminoacidos, causada
pela atividade deficiente da enzima fenilalanina hidroxilase, responsavel pela
hidroxilacdo da fenilalanina (Phe) em tirosina. Como consequéncia, ocorre 0
acumulo da Phe e seus metabdlitos téxicos no sangue e tecidos dos pacientes. Foi
descrito que pacientes com PKU em tratamento hipoproteico apresentam deficiéncia
de L-carnitina (L-car), composto que tem demonstrado um potencial antioxidante e
anti-inflamatério em doencas metabdlicas. O tratamento dos pacientes consiste em
uma dieta restrita em Phe e proteinas, suplementada com uma formula dietética,
contendo aminoacidos (exceto Phe), vitaminas, minerais e nos ultimos anos L-car. O
presente trabalho tem por objetivo avaliar o efeito da L-car sobre o dano oxidativo,
perfil inflamatério e neurodegeneracdo em pacientes fenilcetondricos com
diagnéstico precoce e tardio e durante o tratamento, e em modelo animal crénico
quimicamente induzido de hiperfenilalaninemia, bem como no estudo
comportamental no modelo animal. No primeiro capitulo, avaliamos o efeito causado
pelo tempo de exposicdo a niveis elevados de Phe em pacientes com PKU,
diagnosticados precoce e tardiamente, bem como o efeito do L-car em pacientes em
tratamento através da dosagem de citocinas pro e anti-inflamatérias e marcadores
de estresse oxidativo. Verificamos diminuicdo nos niveis de Phe e aumento nas
concentragbes de L-car nos pacientes PKU tratados, indicando a eficacia do
tratamento dietético. Correlacdo inversa entre Phe versus L-car e niveis de nitrato
mais nitrito versus L-car também foi demonstrada. Encontramos niveis aumentados
das citocinas pro-inflamatorias IL-13, IFN-gama, IL-2, TNF-alfa, IL-8 e IL-6 em
pacientes com diagnéstico tardio em comparacdo aos controles, e IL-8 nos
pacientes com diagndéstico precoce e tratamento em comparacdo com individuos
saudaveis. Foram demonstrados niveis aumentados de IL-2, TNF-alfa e IL-6 nos
pacientes com diagnostico tardio em comparacdo com o diagnostico precoce, e
niveis reduzidos de IL-6 nos pacientes tratados em comparacdo com pacientes com
diagnostico tardio. Além disso, verificou-se uma correlacdo negativa entre IFN-gama
e L-car nos pacientes tratados. No entanto, foi observado aumento dos niveis de IL-
4 nos pacientes com diagnostico tardio em comparacao com o diagnostico precoce,
e reducdo nos pacientes tratados em comparacdo com pacientes com diagndéstico

tardio. Na urina, onde néo realizados distingdo entre os grupos de pacientes com



diagndstico precoce ou tardio, considerando apenas como grupo diagnaostico, houve
um aumento nos niveis de 8-isoprostanos (dano a lipidios) nos pacientes e uma
reducdo nos niveis das espécies de guanina oxidada (dano ao DNA) nos pacientes
tratados em comparacdo com os pacientes no diagnostico. Assim, a suplementacéo
com L-car induziu efeitos benéficos nesses processos reduzindo ou atenuando o0s
niveis dos biomarcadores aumentados, bem como melhorando a capacidade
antioxidante e anti-inflamatoria desses pacientes. No segundo capitulo, avaliamos
marcadores plasmaticos de neurodegeneracdo em pacientes com PKU com
diagndstico precoce e tardio e em tratamento. Encontramos reducédo nos niveis de
Phe e aumento das concentracbes de L-car em pacientes tratados com L-car.
Verificamos aumento de BDNF nos pacientes em tratamento comparado aos
pacientes com diagnostico precoce. Correlacdo positiva entre BDNF e L-car e
correlacdo negativa entre BDNF e Phe foram observadas. Esses resultados
sugerem uma tentativa de ajuste na plasticidade neuronal e recuperacao da injuria
sofrida, refletindo uma resposta compensatéria a leséo cerebral, nos pacientes PKU
tratados. No terceiro capitulo, avaliamos os efeitos do tratamento com L-car no
cortex cerebral de ratos submetidos a um modelo crénico quimicamente induzido de
HPA, avaliando dano oxidativo, neuroinflamacdo e testes comportamentais.
Confirmamos a eficacia do modelo animal, através do aumento de Phe e L-car no
sangue e no cortex cerebral. A L-car foi eficaz em diminuir significativamente a
geracao de espécies reativas (DCF) e atenuar a atividade da superdxido dismutase
(SOD). Correlacdes negativas significativas entre SOD e DCF versus L-car foram
observadas. Ainda, a L-car atenuou a diminuicdo dos niveis de IL-4, demonstrando
importante efeito anti-inflamatério, além do efeito protetor contra a neuroinflamacao,
através da diminuicdo da superexpressdo da proteina glial fibrilar cida (GFAP). No
teste de campo aberto, ndo foi verificada diferenca estatistisca significativa nos
parametros comportamentais avaliados. Concluimos que o dano oxidativo, a
inflamac&o e neurodegeneracao estdo envolvidos na fisiopatologia da PKU e que a
L-car demonstrou ser um importante adjuvante no tratamento dos pacientes PKU,
prevenindo o dano oxidativo e a inflamacdo tanto a nivel periférico em pacientes

guanto a nivel central em ratos HPA.
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ABSTRACT

Study of inflammation, oxidative damage and neurodegeneration in patients with
Phenylketonuria and in an animal model of hyperphenylalaninemia: effect of L-

carnitine

Phenylketonuria (PKU) is an inborn error of amino acid metabolism, caused by
deficient of phenylalanine hydroxylase activity, enzyme responsible for hydroxylation
of phenylalanine (Phe) to tyrosine. As consequence, the accumulation of Phe and its
toxic metabolites in blood and tissues of phenylketonuric patients occurs. It was
described that PKU patients under hypoproteic treatment present L-carnitine (L-car)
deficiency, compound that has demonstrated an antioxidant and anti-inflammatory
role in metabolic diseases. The treatment for PKU consists in a Phe and protein-
restricted diet, supplemented with a dietary formula containing amino acids (except
Phe), vitamins, minerals, and in recent years L-car. The present work aims to
evaluate the effect of L-car on oxidative damage, inflammatory profile and
neurodegeneration in phenylketonuric patients with early and late diagnosis and
during treatment, and in a chronic chemically-induced model of
hyperphenylalaninemia, as well as in the behavioral study in the animal model. In the
first chapter, we evaluated the effect caused by the time of exposure to high levels of
Phe in patients with PKU, diagnosed early and late, as well as the effect of L-car in
patients in treatment through the measurement of pro and anti-inflammatory
cytokines and oxidative stress markers. We verified a decrease in Phe levels and an
increase in L-car concentrations in treated PKU patients, indicating the effectiveness
of the dietary treatment. Inverse correlation between Phe versus L-car and nitrate
plus nitrite levels versus L-car has also been demonstrated. We found increased pro-
inflammatory cytokines IL-1B, IFN-gamma, IL-2, TNF-alpha, IL-8 and IL-6 levels in
patients at late diagnosis compared to controls, and IL-8 in the patients at early
diagnosis and treatment compared to healthy individuals. Increased IL-2, TNF-alpha
and IL-6 levels in the patients at late diagnosis compared to early diagnosis were
shown, and reduced IL-6 levels in treated patients compared to patients at late
diagnosis. Moreover, it verified a negative correlation between IFN-gamma and L-car
in treated patients. Otherwise, it was observed that there were increased IL-4 levels

in the patients at late diagnosis compared to early diagnosis, and reduction in treated



patients compared to late diagnosed patients. In the urine, where no distinction was
made between the groups of patients with early or late diagnosis, considering only as
diagnostic group, there was an increase in 8-isoprostanes levels (damage to lipids) in
the diagnosed patients and a reduction in the guanine species oxidized levels (DNA
damage) in treated patients compared to patients at diagnosis. Thus, L-car
supplementation induced beneficial effects in these processes by reducing or
attenuating the levels of increased biomarkers, as well as improving the antioxidant
and anti-inflammatory capacity of these patients. In the second chapter, we
evaluated plasma markers of neurodegeneration in PKU patients with early and late
diagnosis and during treatment. We found a reduction in Phe levels and an increase
in L-car concentrations in patients treated with L-car. We found an increase in BDNF
in treated patients compared to patients at early diagnosis. Positive correlation
between BDNF and L-car and negative correlation between BDNF and Phe were
observed. These results suggest an attempt to adjust neuronal plasticity and
recovery injury suffered, reflecting a compensatory response to brain injury in treated
PKU patients. In the third chapter, we evaluated the effects of L-car treatment on
cerebral cortex of rats submitted to a chronic chemically-induced model of HPA,
evaluating oxidative damage, neuroinflammation and behavioral tests. We confirmed
the effectiveness of the animal model, through the increase of Phe and L-car in the
blood and in the cerebral cortex. L-car was effective of significantly decreasing the
generation of reactive species (DCF) and attenuating the activity of superoxide
dismutase (SOD). Significant negative correlations between SOD and DCF versus L-
car were observed. Thus, L-car attenuated the decrease in IL-4 levels, demonstrating
an important anti-inflammatory effect, in addition to the protective effect against
neuroinflammation, by decreasing the overexpression of glial fibrillary acidic protein
(GFAP). In the open field test, no statistically significant difference was found in the
behavioral parameters evaluated. We concluded that oxidative damage, inflammation
and neurodegeneration are involved in the pathophysiology of PKU and that L-car
proved to be an important adjuvant in the treatment of PKU patients, preventing
oxidative damage and inflammation both peripherally in patients and centrally in HPA

mice.
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LISTA DE ABREVIATURAS
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Phe - do inglés Phenylalanine - Fenilalanina

PAA — do inglés phenylacetic acid - Acido fenilacético
PAH — do inglés phenylalanine hydroxylase - Fenilalanina hidroxilase
PLA — do inglés phenyllactic acid - Acido fenillatico

PKU - do inglés Phenylketonuria - Fenilcetonuria



PPA — do inglés phenylpyruvic acid - Acido fenilpirdvico
CoQ10 - coenzima Q10

SOD - Superdéxido dismutase

RL — Radicais livres

TAR — Reatividade antioxidante total

Tyr - do inglés Tyrosine — Tirosina
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1. INTRODUCAO

Fenilcetonaria (“Phenylketonuria” - PKU - OMIM 261600) é um erro inato do
metabolismo (EIM) dos aminoacidos caracterizado pela deficiéncia severa ou
auséncia na atividade da enzima fenilalanina hidroxilase (PAH — EC 1.14.16.1), que
catalisa a hidroxilagéo da fenilalanina (“phenylalanine” - Phe) em tirosina (“tyrosine” -
Tyr) na presenca do cofator tetra-hidrobiopterina (BH4). Uma vez que a rota de
hidroxilacdo da Phe esteja bloqueada, a Phe e seus metabdlitos toxicos, fenilacético
(PAA), fenil-latico (PLA) e fenilpiravico (PPA) se acumulam no sangue, fluidos e
tecidos corporais e posteriormente sao excretados em niveis elevados na urina dos
pacientes fenilcetonaricos (SCRIVER e KAUFMAN, 2001; STONE, 2023). Além
disso, ocorre a diminuicdo da concentracdo do produto Tyr, responsavel pela
biossintese de diversos neurotransmissores, como dopamina e norepinefrina
(LEHNINGER, 2008; TAM e ROTH, 1997).

A PKU é uma doenca de carater hereditario autossémico recessivo e com uma
incidéncia que varia entre as diferentes nacdes e os diferentes grupos étnicos do
mundo, com prevaléncia global média estimada de 1:10.000 nascidos vivos (VAN
SPRONSEN et al., 2021).

Embora a PAH seja uma enzima hepéatica, as principais manifestacdes clinicas
da PKU envolvem alteracdes neurolégicas, como retardo mental grave, microcefalia,
epilepsia e hiperatividade (SCRIVER e KAUFMAN, 2001). No Brasil, a PKU esta
entre as doencas incluidas no Programa Nacional de Triagem Neonatal
(MINISTERIO DA SAUDE, 2002), e foi o primeiro EIM incluido em programas de
triagem neonatal no mundo. O diagnéstico se da através da deteccdo de niveis
elevados de Phe no sangue dos pacientes afetados, geralmente por meio de sangue
em papel filtro, bem como por concentragdes elevadas de Phe e seus metabolitos na
urina.

O tratamento preconizado para a PKU é baseado numa dieta restrita, com
baixo teor de Phe, a fim de reduzir seus niveis, ja que o comprometimento
neuroldgico apresentado pelos pacientes esta diretamente relacionado com o0s
elevados niveis deste aminoacido (SCRIVER e KAUFMAN, 2001). Essa dieta é
geralmente combinada com a administracdo de uma formula especial, livre de Phe,

gue contém os demais aminoacidos, enriquecida com micronutrientes essenciais
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como vitaminas, minerais e elementos traco (PRZYREMBEL e BREMER, 2000;
WAPPNER et al. 1999).

A L-carnitina (L-car) € uma amina quaternaria que desempenha um importante
papel no metabolismo energético, transportando acidos graxos de cadeia longa
presentes no citosol para a matriz mitocondrial para a sintese de ATP através da (3-
oxidacdo (AGARWAL e SAID, 2004). Uma vez que a principal fonte dietética de L-
car sdo carne vermelha e laticinios, a deficiéncia de L-car tem sido descrita em
pacientes fenilcetondricos, que sdo submetidos a uma dieta restrita em proteinas
(SITTA et al. 2009a; SCHULPIS et al., 1990). Nos ultimos anos, algumas férmulas
sintéticas utilizadas no tratamento dos pacientes com PKU passaram a conter em
sua composi¢cdo a L-car. Além disso, também tém sido atribuida a L-car acédo
antioxidante e antiperoxidativa, além do seu papel na melhora das funcdes
imunoldgicas, sendo sugerida como um adjuvante terapéutico para diversas
desordens neurodegenerativas (SOLARSKA et al., 2010).

Estudos ja demonstraram o envolvimento dos radicais livres na fisiopatologia
de diversas doencas humanas, especialmente em doencas neurodegenerativas,
como Alzheimer e Parkinson, evidenciando o papel do estresse oxidativo -
caracterizado pelo desequilibrio entre as defesas antioxidantes e substancias pro-
oxidantes no organismo - (HALLIWELL e GUTERRIDGE, 2015) na fisiopatologia de
alguns EIM, entre eles as aminoacidopatias, uma vez que o acumulo de metabdlitos
toxicos que acontece nessas doencas pode levar a um aumento excessivo na
producédo de espécies reativas (BARSCHAK et al., 2006; WAJNER et al., 2004).

Considerando que a fisiopatologia da Fenilcetonuria ainda ndo € totalmente
compreendida, que os pacientes fenilcetonuricos apresentam extensos danos
cerebrais com comprometimento neuroldgico e que o estresse oxidativo ja foi
descrito estar envolvido nesta doenca, torna-se de suma importancia melhor
compreender estes processos envolvidos nesta doenca e os efeitos da L-car,

composto antioxidante, na PKU.



2. ESTADO DA ARTE

2.1 Erros Inatos do Metabolismo

Erros Inatos do Metabolismo (EIM) sédo distirbios genéticos caracterizados
pela sintese alterada de uma proteina, geralmente uma enzima, com atividade
parcial ou totalmente reduzida, causando interrupcdo de rotas metabdlicas. Esse
bloqueio acarreta no acumulo de substratos e seus derivados, desvio para rotas
metabolicas alternativas e diminuicdo da sintese dos produtos gerados. A
repercussao clinica da via afetada é variavel, geralmente com sintomatologia grave
ou letal (SCRIVER e KAUFMAN, 2001). A primeira mencédo ao termo EIM foi feita em
1908 por Archibald Garrod ao estudar pacientes com alcaptondria, doenca que
causa a excrecao de acido homogentisico na urina. Garrod avaliou que esta era uma
condicdo rara na populacdo em geral e mais frequente em individuos de uma
mesma familia, e que esta condi¢cdo permanecia por toda a vida (CHILDS, VALLE e
JIMENEZ-SANCHEZ, 2001). Apesar de individualmente raros, os EIM em conjunto
atingem aproximadamente 1:5.000 nascidos vivos (SOUZA, SCHWARTZ e
GIUGLIANI, 2002), correspondendo cerca de 10% de todos os disturbios genéticos e
contabilizando mais de 500 patologias que acometem diversos sistemas e 0rgaos
(CHILDS, VALLE e JIMENEZ-SANCHEZ, 2001), abrangendo uma proporc¢ao notavel
de mortes infantis, reforcando a necessidade de rastreio e diagnéstico (WATERS et
al. 2018).

De acordo com o fendtipo clinico dos pacientes, Saudubray e Charpentier
(2001), classificaram os EIM em trés grandes grupos: o primeiro grupo inclui os
distarbios na sintese ou degradacdo de moléculas complexas, que incluem as
doencas lisossObmicas de deposito e as doencas peroxissomais. As doencas
pertencentes a este grupo apresentam sintomas permanentes, progressivos e nao
estdo relacionadas com a ingestao de alimentos. O segundo grupo consiste nas
doencas com deficiéncia de energia, que incluem as doencas de depésito de
glicogénio, defeitos de gliconeogénese, defeitos de oxidacdo de &cidos graxos,
acidemias lacticas congénitas e doencas mitocondriais de cadeia respiratéria. Neste
grupo de doencas, os sintomas sdo causados por deficiéncia na producdo ou

utilizacao de energia. Por fim, o terceiro grupo inclui os erros inatos do metabolismo
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intermediario, que incluem as aminoacidopatias, as aciddrias organicas, os defeitos
do ciclo da ureia e as intolerancias aos acucares. As doencas deste grupo podem
levar a intoxicagdo aguda ou crbnica e possuem relagdo com a ingestdo de
alimentos. A intoxicagdo ocorre pelo acumulo de componentes toxicos, provenientes
do bloqueio das rotas metabolicas. A Fenilcetonuria, uma aminoacidopatia, faz parte

deste grupo.
2.1.1 Fenilcetonuria e Hiperfenilalaninemia

Hiperfenilalaninemia (HPA) é o termo atribuido a elevados niveis de Phe no
sangue, causada em sua maioria pela deficiéncia de sua enzima hepatica. A
hidroxilacdo da Phe a Tyr, requer a acdo da enzima PAH tendo a BH4 como cofator
desta reacdo. A BH4 sofre reducdo na reacao de hidroxilacdo e € regenerada pela
enzima di-hidropteridina redutase (DHPR — EC 1.6.99.7) dependente de NADH
(SCRIVER e KAUFMAN, 2001), conforme ilustrado na figura 1.
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Figura 1. Hidroxilagdo da fenilalanina em tirosina, pela enzima fenilalanina-
hidroxilase, enzima que tem como cofator a tetra-hidrobiopterina. Adaptado de
Lehninger, 2008.

Com o bloqueio da via de hidroxilacdo, ocorre a formacdo de corpos
fenilcetdnicos que também podem se acumular juntamente com a Phe no sangue,
fluidos e tecidos corporais e posteriormente sdo excretados em niveis elevados na
urina dos pacientes fenilcetonuricos (Figura 2) (SCRIVER e KAUFMAN, 2001). Além
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disso, ocorre a diminuicdo da concentracdo do produto Tyr, precursor de diversos
neurotransmissores, como dopamina, adrenalina e norepinefrina (VAN SPRONSEN
et al., 2021).
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Figura 2. Rotas alternativas para o catabolismo da fenilalanina na fenilcetonaria.
PLP: piridoxal fosfato. Adaptado de Lehninger, 2008.

Qualquer defeito que interfira na rota da Phe, seja por deficiéncia na atividade
da PAH, da DHPR ou na sintese de BH4, causard uma condicdo de HPA, sendo a
deficiéncia severa na atividade da PAH a principal causa de HPA, conhecida como
PKU (SCRIVER e KAUFMAN, 2001).

A PKU é, provavelmente, o EIM dos aminoacidos mais estudado, sendo
descoberto em 1934 por lvar Asbjorn Foélling, ao analisar amostras de urina de dois
irmaos com atraso mental e odor corporal semelhante a mofo. Félling realizou teste
na urina e observou a reacao ocorrida entre o fenilpiruvato, composto que originou o
nome da doenca e metabdlito da Phe, e o cloreto férrico, que conferia a urina
coloracdo verde (CENTERWALL e CENTERWALL, 2000).
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2.1.2 Classificacéao

PKU apresenta diferentes fendtipos, na qual as concentracdes de referéncia
de Phe no sangue, entre 35 -120 pmol/L, sdo excedidas. Historicamente, a
classificacdo da PKU é realizada baseada nos niveis séricos de Phe e no percentual
de atividade enzimatica apresentada pelos pacientes (VAN SPRONSEN et al.,
2021). A PKU classica, considerada a forma grave da doenca, é caracterizada por
concentragfes plasméticas de Phe ao diagnéstico superiores a 1200 uymol/L e a
tolerancia a Phe inferior a 350 mg/dia. Sua atividade residual é praticamente
indetectavel, podendo ser inferior a 1%. A PKU moderada apresenta concentracdes
plasmaticas de Phe entre 600 e 1200 pymol/L e uma tolerancia a Phe de 350 a 400
mg/dia. A PKU leve caracteriza-se por concentracdes de Phe de 360 a 600 ymol/L e
uma tolerancia de 400 a 600 mg/dia Phe na dieta. A atividade enzimatica residual
nas duas variantes € inferior a 10% e também requerem tratamento. A HPA leve ou
HPA benigna, considerada a forma menos grave da doenca, apresenta
concentragbes plasméticas de Phe inferiores a 360 umol/L, tem uma atividade
enziméatica residual entre 10 e 35%, ndo causa sintomatologia clinica e ndo requer
tratamento (MARTINS et al., 2009). Dentre os erros congénitos do metabolismo de
aminoacidos, a PKU classica é a doenca clinicamente mais encontrada (DE MIRA e
MARQUEZ, 2000). No Brasil, 63% dos pacientes apresentam a forma grave da
doenca (HILLERT et al., 2020).

A PKU apresenta heranca autossdmica recessiva, com uma incidéncia que
varia substancialmente entre as diferentes etnias e regides do mundo, com
prevaléncia global média estimada de 1:10.000 nascimentos. A prevaléncia de PKU
€ geralmente mais alta em populac¢des brancas ou do leste asiatico, sendo 1:10.000
- 15.000 nascidos vivos. A Tailandia possui talvez a menor prevaléncia da doenca,
1:212.535 nascidos vivos. A prevaléncia na América do Sul varia de 1:25.000 -
50.000 nascidos vivos, com menor prevaléncia no norte do que no sul do continente
(VAN SPRONSEN et al., 2021). No Brasil, a incidéncia € de aproximadamente
1:25.000 nascidos vivos (HILLERT et al.,, 2020). J4 s&o mais de 1000 variantes
identificadas no gene que codifica a enzima PAH, localizado no cromossomo 12,
regido 12923 (BONFIM-FREITAS et al., 2023).
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2.1.3 Diagnostico

No Brasil, o "Teste de Guthrie" para deteccdo da PKU foi introduzido em 1976
pelo médico Benjamin Schmidt em um projeto da Associacdo de Pais e Amigos dos
Excepcionais de S&do Paulo (APAE-SP), mas foi s6 em 1992 que o Ministério da
Saude incorporou o Programa Nacional de Triagem Neonatal ao Sistema Unico de
Saude (SUS), passando a avaliar a PKU e o Hipotireoidismo Congénito em todos os
recém-nascidos vivos (LOPES, 2011).

Atualmente, a realizagdo de Triagem Neonatal para PKU na maioria dos
paises do mundo resultou em diagndsticos que ocorrem nos primeiros dias de vida,
e envolve a coleta de uma gota de sangue do recém-nascido por pung¢do no
calcanhar e embora 0 momento exato da coleta varie entre os paises, 0 momento
mais apropriado é entre 24 e 72 horas ap6s o nascimento. O lado externo ou interno
do calcanhar do bebé é picado e o sangue pinga em um cartdo de papel filtro para
que os circulos marcados no cartdo figuem completamente saturados. A fase
analitica do processo de triagem consiste na analise bioquimica e encaminhamento
do neonato para exames confirmatérios, onde o diagndstico ocorre pela deteccao de
niveis elevados de Phe no sangue (VAN SPRONSEN et al., 2021).

Existem diferentes metodologias de triagem laboratorial para a avaliacdo das
concentracfes de Phe, e os procedimentos para detec¢cdo podem ser feitos através
do método de Guthrie, cromatograficos, fluorimétricos, espectrofotométricos
(CLAGUE e THOMAS, 2002), deteccdo da Phe e seus metabdlitos na urina ou
através de espectrometria de massas em tandem (POLLITT, 2006). Esta ultima é a
metodologia mais utilizada nos paises com triagem neonatal. Também € possivel
realizar o diagndéstico molecular para a identificacdo da mutacdo causadora da
alteracdo genética (MINISTERIO DA SAUDE, 2002).

A guantificacdo dos niveis de Phe no sangue € importante ndo somente para
diagnosticar, mas também para monitorar 0 tratamento dos pacientes
fenilcetonuricos. O diagnostico precoce a fim de permitir a intervencao dietética, é
fundamental para para prevenir os principais déficits cognitivos e neurologicos
(BLAU et al., 2010; KOHLI et al., 2005; SCRIVER e KAUFMAN, 2001).
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2.1.4 Tratamento

O tratamento dietético da PKU pode ser bem sucedido principalmente porque
a Phe néo pode ser sintetizada no corpo e, portanto, € considerada um amino&cido
essencial, o que significa que a concentracdo de Phe no sangue é altamente
dependente da sua ingestédo dietética (VAN SPRONSEN et al., 2021). O tratamento
preconizado para a PKU é baseado numa dieta restrita, com baixo teor de Phe, a fim
de reduzir ou normalizar os niveis deste aminoacido, ja que o grau de retardo mental
esta diretamente relacionado com os niveis elevados no plasma e tecidos dos
pacientes afetados (SCRIVER e KAUFMAN, 2001). Essa alimentacédo é geralmente
combinada com a administracdo de uma formula sintética, livre de Phe, que contém
os demais aminoacidos, enriquecida com micronutrientes essenciais como
vitaminas, minerais e elementos traco. Dentre os objetivos do tratamento estéo:
desenvolvimento e funcionamento neurocognitivo ideal e crescimento normal, estado
nutricional, qualidade de vida e bem-estar psicossocial (MACDONALD et al., 2020).
Embora a dieta com restricdo de Phe tenha se mostrado eficaz, ela ndo cumpre
todos os objetivos do tratamento de maneira ideal.

Para os fenilcetondricos, alimentos proteicos como carne, ovos, aveia, soja,
leite, queijos e pdes devem ser evitados (MACDONALD et al., 2020). A dieta deve
ser individualizada para cada paciente, pois a tolerancia a Phe varia de acordo com
a idade, com o peso e também com o grau de deficiéncia enzimatica, geralmente
contendo entre 250 mg e 500 mg de Phe/dia, quando o normal de ingestdo diaria
para um individuo néo fenilcetonurico € de 2.500 mg de Phe/dia (LEVY, 1999).

Novas estratégias terapéuticas vém sendo estudadas, como a utilizacdo da
Pegvaliase, a enzima fenilalanina aménia-liase injetavel, aprovada pelo FDA em
2018, altamente eficaz na reducdo das concentracdes de Phe na maioria dos
pacientes, de modo que a maioria deles pode sair do manejo dietético, mas ainda
possui seus inconvenientes (BURTON et al., 2020). Outra estratégia estudada é a
suplementacdo com aminoacidos neutros, como a metionina, tirosina e triptofano,
gue se acredita promover a diminuicdo dos niveis de Phe no cérebro por competir
por um transportador situado na barreira hematoencefalica (BHE) (SARKISSIAN et
al., 2009; MATALON et al., 2006). No Brasil, o dicloridrato de sapropterina (nome
comercial Kuvan®), analogo sintético do cofator BH4, foi proposto para uso de

forma complementar a dieta alimenticia por mulheres fenilcetonuricas que estejam
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no periodo pré-concepcional ou em periodo gestacional, desde que responsivas ao
medicamento (MINISTERIO DA SAUDE, 2019). O tratamento da PKU perdura por

toda a vida, e o progndéstico para aqueles que seguem a dieta € muito melhor.
2.1.5 Manifestacgdes clinicas

Se ndo tratados, os pacientes fenilcetonuricos podem desenvolver deficiéncia
intelectual grave, epilepsia e problemas comportamentais, psiquiatricos e de
movimento, odor de mofo e, em alguns casos, pigmentacdo mais clara da pele,
olhos e cabelos, cegueira cortical e eczema (BLAU et al., 2010). Embora a PAH seja
expressa no figado e nos rins, nenhum dos érgéos sofre qualquer patologia aparente
(VAN SPRONSEN et al., 2021).

Se iniciado imediatamente apds o nascimento, o tratamento dietético pode
prevenir essas sequelas. No entanto, se o tratamento for inadequado por longos
periodos de tempo, pacientes adultos podem desenvolver problemas clinicos,
incluindo espasticidade dos membros inferiores e ataxia cerebelar, tremor,
encefalopatia e anormalidades visuais (JAULENT et al., 2020; RUBIN et al., 2013;
THOMPSON et al., 1990). Deméncia também foi descrita em pacientes com PKU
apresentando-se pela primeira vez na idade adulta (ROSINI et al., 2014).

Embora o tratamento dietético da PKU iniciado nos primeiros dias ap6s o
nascimento previna os principais déficits cognitivos e neurolégicos (AZEN et al.,
1991), a incidéncia de transtorno de déficit de atencao-hiperatividade e dificuldades
especificas de aprendizagem, que provavelmente estdo relacionadas a déficits nas
funcdes executivas, pode permanecer maior em pacientes fenilcetondricos bem
tratados do que em individuos saudaveis (ARNOLD et al., 2004). Concentracdes
mais altas de Phe devido a dificuldade em aderir ao tratamento dietético rigoroso
durante a adolescéncia e a idade adulta estdo associadas ao surgimento de efeitos
adversos na atencdo, humor, memoéria e funcdo executiva (BILDER et al., 2016;
JAHJA et al.,, 2017). As avaliagbes neuropatologicas post-mortem de individuos
fenilcetonuricos ndo tratados documentaram tamanho cerebral pequeno e
mielinizagdo prejudicada, numero de neurdnios normal (HUTTENLOCHER, 2000) e
complexidade da ramificagdo dendritica e nUmero de conexdes sinapticas reduzidos
(BAUMAN e KEMPER, 1982).
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2.1.6 Fisiopatologia

Aparentemente, ja se conhece todas as manifestacdes clinicas que
acometem os pacientes fenilcetondricos, mas ainda ndo entendemos por completo o
(s) mecanismo (s) de sua principal manifestacdo - o retardo mental. Embora muitos
estudos venham sendo realizados e hipéteses sugeridas, as causas bioguimicas das
complicagbes neurolégicas continuam sendo um campo fértil de investigacéo
(SCRIVER e KAUFMAN, 2001).

Sabe-se que a disfuncdo cognitiva apresentada pelos pacientes pode estar
relacionada a elevada concentracdo sanguinea de Phe (KAUFMAN, 1989),
considerada a principal neurotoxina da doenca, embora a HPA ndo explique
completamente toda a cascata da disfuncdo cerebral (VAN SPRONSEN et al.,
2021). Embora as concentragfes cerebrais dos fenilcetoacidos acumulados estarem
correlacionados positivamente aos niveis plasmaticos de Phe (SARKISSIAN,
SCRIVER e MAMER, 2000), os acidos organicos como o fenilpiruvato sao
rapidamente excretados na urina e suas concentracdes nos tecidos sao
provavelmente muito baixas para terem qualquer consequéncia clinica, mesmo em
pacientes nao tratados (VAN SPRONSEN et al., 2021).

Uma das hipbéteses de mecanismo esta relacionada ao transporte de
aminoacidos. Na PKU, o acumulo de Phe pode dificultar a passagem de outros
aminoacidos neutros de cadeia longa (“large neutral amino acid” - LNAA) pela BHE,
visto que utiizam o mesmo tipo de transportador, resultando em menor
concentracdo destes outros aminoacidos no cérebro e, consequentemente,
diminuicdo de sintese proteica e de neurotransmissores (DE GROOT et al., 2010;
HOEKSMA et al., 2009; SCRIVER e KAUFMAN, 2001). A Tyr acaba se tornando um
aminoacido essencial para os pacientes fenilcetonuricos, uma vez que sua rota de
sintese esta bloqueada na doenca. Embora a deficiéncia de Tyr possa ter um papel
no equilibrio de aminoacidos cerebrais e na deficiéncia de neurotransmissores, a
simples suplementacdo com Tyr sem qualquer outro tratamento ndo impede a
deficiéncia intelectual grave nos pacientes fenilcetonuricos (VAN SPRONSEN et al.,
2021).

Ja foi demonstrado que o metabolismo energético esta prejudicado na
presenca de altas concentracbes de Phe em cérebro de ratos, uma vez que a Phe

induz a reducado na atividade da succinato desidrogenase e dos complexos I-1ll da
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cadeia respiratéria em concentracfes plasmaticas de Phe semelhantes a encontrada
em pacientes (RECH et al., 2002), bem como induz a inibicdo das enzimas creatina
quinase e piruvato quinase em cortex de ratos (COSTABEBER et al., 2003; FEKSA
et al.,, 2002). Outro estudo indicou envolvimento de enzimas que podem estar
relacionadas ao dano neuroldgico encontrado nos pacientes fenilcetonuricos, como
a atividade da Na*K*-ATPase, que esta reduzida na membrana sinaptica em um
modelo animal quimicamente induzido de PKU (WYSE et al., 1995). E provavel que
multiplos mecanismos estejam envolvidos, dependendo do estagio de
desenvolvimento do cérebro e de quando o tratamento comeca (precoce ou
tardiamente) (VAN SPRONSEN et al., 2021).

Nos ultimos anos tem sido sugerido o envolvimento do estresse oxidativo
(EO) na fisiopatologia de vérios EIM, entre eles a PKU, devido ao acumulo de
metabdlitos tdéxicos que podem levar a producdo de radicais livres (RL) e/ou a
diminuicdo das defesas antioxidantes (GUERREIRO et al., 2018; DONIDA et al.,
2017; MESCKA et al.,, 2016; MARCHETTI et al. 2015; WAJNER et al., 2004).
Diversos estudos mostram o aumento dos marcadores de EO tanto em pacientes
com PKU (DEON et al., 2015b; VARGAS et al., 2011; RIBAS et al., 2011; SITTA et
al. 2006, 2009a, b; SIRTORI et al., 2005; SIERRA et al., 1998) como em modelos
animais e celular (MORAES et al., 2013; FAVERZANI et al., 2021; FERNANDES et
al., 2010; KIENZLE HAGEN et al., 2002). Além disso, a restricao dietética também
pode alterar o status antioxidante dos pacientes contribuindo para a inducéao de EO,
gue pode ser atenuado pelo uso de antioxidantes (DEON et al., 2015a; RIBAS et al.,
2014; SITTA et al., 2009c, 2011).

2.2 Marcadores de Neurodegeneracgéo

A PKU é neuropatologicamente caracterizada por reducdo da arborizacao
dendritica, perda de sinapses e neurodegeneracdo (HORSTER et al., 2006). Muitas
das doencas neurodegenerativas, como a doenca de Parkinson (DP) e a doenca de
Alzheimer (DA), compartiham mecanismos comuns sugerindo que podem ser
extrapolados para outras doencas que causam degeneracdo do tecido cerebral,
incluindo os EIM (PETROU e TERZIDAKI 2017; SCAINI et al., 2017).

A literatura mostra que investigacbes em doencas neurodegenerativas tem

relatado a ocorréncia de alteracdbes em marcadores envolvidos na plasticidade,
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sinaptogénese, neurogénese e mielinizacdo (COVACEUSZACH et al.,, 2009;
KOJIMA e MIZUI, 2017), podendo ser utilizados até mesmo como marcador precoce
de doencas como DA, DP e doenca de Huntington (BIERER et al., 1995; BRUNO et
al., 2009).

O fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) é uma das neurotrofinas
mais distribuidas no cérebro, desempenhando um papel importante no crescimento,
desenvolvimento e plasticidade cerebral (COLUCCI-D'AMATO et al., 2020), assim
como a molécula de adesdo neuronal (NCAM) que também desempenha um papel
crucial no desenvolvimento neuronal, na plasticidade sinaptica e na regeneracao
(DITLEVSEN et al., 2008).

Outro marcador é o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), uma
familia de glicoproteinas que possui 2 isoformas homodiméricas A (PDGF-AA), B
(PDGF-BB) e 1 heterodimérica (PDGF-AB) tendo como funcdo estimular a
proliferacdo, sobrevivéncia e migracdo de células mesenquimais (HELDIN,
LENNARTSSON e WESTERMARK, 2018). Catepsina D é a principal protease
aspartica lisossomal, e embora sua principal funcdo esteja relacionada ao
catabolismo intracelular nos compartimentos lisossémicos, esta protease parece
desempenhar um papel importante nos processos que regulam a apoptose
(ERDMANN et al., 2008). O inibidor do ativador do plasminogénio-1 total (PAI-1 total)
€ sintetizado principalmente pelas células endoteliais vasculares, mas também por
astrécitos no SNC (GRAMLING e CHURCH, 2010).

Até o0 momento existem poucos dados na literatura com foco na avalia¢do de

possiveis marcadores neurodegenerativos periféricos na PKU (LI et al., 2010).

2.3 Radicais Livres e Defesas Antioxidantes

Radical livre € um estrutura quimica com um ou mais elétrons ndo pareados
ocupando um orbital molecular ou atbmico sozinho, o que confere uma alta
reatividade e instabilidade energética a molécula. Estes radicais podem ser
formados endogenamente por diferentes mecanismos, como por fagocitose e pela
cadeia de transporte de elétrons, bem como por fatores exogenos (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2015). Esses RL cujo elétron desemparelhado encontra-se centrado
no atomo de oxigénio ou nitrogénio sdo denominados de espécies reativas de

oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio (ERN), respectivamente.
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Existem diferentes tipos de RL que séo produzidos naturalmente nos sistemas
biolégicos. No metabolismo celular aerébio, em condicdes fisiologicas, em média
95% do oxigénio molecular (O2) sofre reducéo tetravalente, resultando na formacéo
de agua (H20). Porém, durante esse processo, parte do oxigénio utilizado na
respiracdo mitocondrial ndo € completamente convertido a H20, podendo formar
intermediarios reativos, como o radical superoxido (O2"), radical hidroxila (OH") e
também a peroxido de hidrogénio (H202). Assim, o termo ERO incluem ndo somente
os RL, mas também alguns derivados ndo-radicalares do oxigénio, como o0 H202 e o
oxigénio singlet (*O2) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015).

As ERO e ERN ocorrem tanto em condic¢des fisiolégicas normais como em
processos patolégicos do organismo. Caso ocorra um desequilibrio entre os
sistemas de producédo e os de remoc¢ao dessas espécies reativas (ER), pode resultar
em consequéncias patologicas, como a oxidacdo de moléculas bioldgicas, incluindo
proteinas, lipideos e DNA (DEMIRCI-CEKIC et al., 2022). E importante ressaltar que
em processos patoldégicos a formacgéo dessas ER pode ser exacerbada (ZABLOCKA
e JANUSZ, 2008).

De uma forma geral, para se proteger do dano causado pelos RL, os sistemas
bioldgicos desenvolveram mecanismos de defesa antioxidante, bem como sistemas
de reparo, capazes de converter estas ER em derivados inativos (HALLIWELL,
1994). A definicdo classica para o termo antioxidante € a de qualquer substancia
que, quando presente em baixas concentracdes em relacdo a um substrato oxidavel,
significativamente diminui ou previne a oxidacdo desse substrato. As defesas
antioxidantes que atuam em sistemas biolégicos sdo compostas por antioxidantes
enzimaticos e antioxidantes ndo enziméaticos. Essas defesas agem diminuindo a
formacao de ER ou removendo-as (a¢do de sequestro, conhecida como scavenger)
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015).

Fazem parte das defesas antioxidantes enzimaticas a catalase (CAT),
superéxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPx). A CAT, que esta
presente principalmente nos peroxissomos, € uma hemoproteina presente em todas
as células de mamiferos e catalisa a dismutacdo do peroxido de hidrogénio a dgua e
oxigénio, prevenindo a formagédo de OH'. A SOD é uma metaloenzima presente em
todos os organismos aerobios, que catalisa a dismutacdo de O2" reduzindo-o a
H202, o qual € menos reativo e pode ser degradado por outras enzimas, como a

CAT ou GPx. A GPx é uma seleno-enzima encontrada em todos os tecidos animais
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e é considerada um dos principais sistemas de defesa antioxidante do organismo,
representando a principal defesa mitocondrial contra o H202, j& que essas organelas,
em geral, ndo possuem CAT. A acdo da GPx consiste na oxidacdo da glutationa
(GSH) a glutationa oxidada (GSSG), reduzindo o H202 a H20 (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2015). A GSSG consiste de duas GSH ligadas por ponte dissulfeto
gue pode ser convertida novamente a GSH pela enzima glutationa redutase (GR)
com a utilizacdo de NADPH como coenzima (HALLIWELL, 2006).
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Figura 3. Formacao do anion superéxido e sua degradacdo a outros compostos
reativos e indcuos pela acdo das enzimas antioxidante. Fonte: Silva e Delgado,
2019.

Os antioxidantes ndo enzimaticos, que apresentam direta ou indiretamente,
capacidade de defesa antioxidante, podem ser representados por moléculas
sintetizadas no préprio organismo, como a bilirrubina, &cido Urico, melatonina e
glutationa, ou por compostos obtidos a partir da dieta, como as vitaminas A, C e E,
flavonoides, carotenoides, polifendis, selénio e L-carnitina (L-car) (SALVADOR e
HENRIQUES, 2004). O mecanismo de atuacdo desses antioxidantes € bastante
diverso, podendo envolver a remocgéo do oxigénio presente no meio, o0 sequestro de
ERO ou de seus precursores, inibicdo da formacéo de ER, entre outros (HALLIWELL
e GUTTERIDGE, 2015).
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2.4 L-carnitina

A L-car é uma amina quaternaria de baixo peso molecular, altamente polar
(Figura 3). Em humanos, a L-car pode ser sintetizada no organismo, embora em
menor quantidade, a partir dos aminoacidos essenciais lisina e metionina, sintese
esta que ocorre no figado, cérebro e rins (BREMER, 1983). Ela desempenha um
importante papel no metabolismo energético, transportando acidos graxos de cadeia
longa presentes no citosol para a matriz mitocondrial para a sintese de ATP através
da B-oxidacao (FERREIRA e MCKENNA, 2017).

HO O
CHs
ch —_ N+
CHa OH

Figura 4. Estrutura quimica da L-carnitina.

Aproximadamente, 75% da L-car presente no nosso organismo € obtida
através da dieta, oriunda principalmente de alimentos de origem animal, como
carnes, ovos, peixes e leite. Uma vez que a principal fonte dietética de L-car séo
carne vermelha e laticinios, alimentos esses restritos para pacientes
fenilcetondricos, a deficiéncia de L-car tem sido descrita nesses pacientes (SITTA et
al., 2009a; SCHULPIS et al., 1990).

Nos dultimos anos, as formulas sintéticas utilizadas no tratamento dos
pacientes com PKU possuem em sua composicao a L-car. Além disso, trabalhos na
literatura tém demonstrado efeitos antioxidantes, antiperoxidativos e anti-
inflamatorios para a L-car, incluindo alguns EIM, como acidemias metilmalonica e
propionica (RIBAS et al., 2010a, b), acidemia glutarica tipo | (GUERREIRO et al.,
2018), doenca da urina do xarope do bordo (MSUD) (MESCKA et al., 2015) e PKU
(SITTA et al., 2009c). Diversos mecanismos tém sido propostos, entre eles uma
acdo sequestradora sobre as ERO, protegendo as células do dano oxidativo
(GULCIN, 2006).
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Nas ultimas décadas, estudos demonstraram que a suplementacdo com L-car
e selénio em pacientes fenilcetonuricos foi capaz de reverter no plasma a
peroxidagdo lipidica e o dano oxidativo protéico, reforcando a importancia dos
compostos antioxidantes na doenca (SITTA et al., 2011). Da mesma forma, Ribas e
colaboradores (2010a,b) verificaram efeitos benéficos do tratamento com L-car
sobre o dano a lipideos, proteinas e DNA em pacientes com desordens do
metabolismo do propionato. Outros estudos demonstraram que pacientes MSUD
possuem deficiéncia de L-car e que ap6s dois meses de suplementagcdo houve o
restabelecimento desses niveis a valores normais, assim como uma diminui¢cdo dos
valores de lipoperoxidacdo no plasma dos pacientes suplementados com este
composto e um aumento da capacidade antioxidante urinaria (MESCKA et al., 2013,
2015).

Além disso, também tem sido atribuido a L-car papel na melhoria das funcdes
imunologicas e ela tem sido sugerida como um agente terapéutico para diversas
desordens neurodegenerativas (SOLARSKA et al., 2010). Além disso, foi verificado
in vitro em leucécitos humanos, através da técnica de ensaio cometa que a L-car em
diferentes concentracfes foi capaz de diminuir as lesbes causadas ao DNA pelo
aminoacido leucina e seu a-cetoacido correspondente, o acido a-cetoisocaproéico
(MESCKA et al., 2014). Pacientes com acidemia glutarica tipo | apresentaram niveis
significativamente aumentados de isoprostanos, di-tirosina, espécies de guanina
oxidada urinaria e ERN, bem como reducdo da capacidade antioxidante, onde a
suplementacdo com L-car induziu efeitos benéficos reduzindo os niveis destes

biomarcadores e aumentando a capacidade antioxidante (GUERREIRO et al., 2018).

2.5 Estresse Oxidativo, Inflamacéo e Fenilcetonuria

O estresse oxidativo ocorre quando ha um desequilibrio entre a capacidade
antioxidante e as espécies reativas formadas, em favor destas ultimas. Ocorrendo o
EO o organismo pode reagir de duas maneiras: adaptando-se ou sofrendo dano
celular. Em caso de EO brando, o organismo pode reagir através do aumento da
producéo de defesas antioxidantes, tentando com isto restabelecer o equilibrio pro-
oxidante/antioxidante. Mas caso o EO seja severo, pode levar a danos irreversiveis,
como a morte celular. Este desequilibrio pré-oxidante/antioxidante pode causar

danos em diversas biomoléculas, podendo resultar na lipoperoxidacdo das
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membranas celulares, oxidacdo de proteinas e lesdo ao DNA/RNA celular
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2015).

O estresse oxidativo j& foi demonstrado em diversas doencas crénico-
inflamatdrias como diabetes e arterosclerose, doencas vasculares, neoplésicas e
neurodegenerativas, como Parkinson, Alzheimer e esclerose multipla (BEN-
MENACHEM, KYLLERMAN e MARKLUND, 2000; LIU et al., 2017; PETROU e
TERZIDAKI, 2017; REZNICK et al., 1993). Dessa forma, estudos tém sugerido que o
EO também pode contribuir para o dano neurolégico observado em algumas
aminoacidopatias e outros EIM, uma vez que o acumulo de metabdlitos toxicos que
ocorre nessas desordens pode levar a excessiva producdo de espécies reativas que
por sua vez podem estar envolvidas no mecanismo de dano cerebral e posterior
surgimento de sintomatologia caracteristica desse conjunto de doencas (KOLKER et
al., 2004; LATINI et al., 2007). Ha anos o EO vem sendo estudado em pacientes e
em modelos animais, onde demonstrou sua participacdo na fisiopatologia da PKU
(DEON et al., 2015b; FERNANDES et al., 2010; SITTA et al., 2006; SIRTORI et al.,
2005; KIENZLE HAGEN et al., 2002).

A inflamacédo é caracterizada por ser uma resposta inespecifica a uma
agressdo, considerada, portanto, uma defesa do organismo contra agentes
agressores de origem quimica, fisica ou bioldgica (TILLEY, COFFMAN e KOLLER,
2001), sendo, portanto, a resposta mais precoce quando ha uma leséo tecidual ou
quadro infeccioso. Os processos inflamatoérios sao, de certa forma, uma desordem
complexa envolvendo diferentes células e componentes moleculares (MURIACH et
al., 2014).

A resposta inflamatoéria encontra-se intimamente relacionada com as defesas
antioxidantes e com o EO. Espécies reativas de oxigénio e espécies reativas de
nitrogénio sdo capazes de alterar diferentes vias de sinalizacdo, estimulando a
liberacdo de citocinas e outros mediadores pro-inflamatérios. Da mesma maneira, a
sustentacao de estados inflamatorios pode promover um aumento do EO (OLSEN et
al., 2015; MARINHO et al., 2014; HIGDON et al., 2012; OKUN et al., 2011).

Nesse contexto, estudo anterior mostrou aumento de peroxidacgéo lipidica,
além de dano oxidativo a proteinas, diminuicdo da capacidade antioxidante urinaria
em pacientes fenilcetondricos tratados com dieta de restricdo protéica, além tambéem
das citocinas inflamatorias IL-6 e IL-1B estarem significativamente aumentadas,

fornecendo evidéncias de que ocorre o0 estado pro-inflamatério nesses pacientes.
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Além disso, IL-1B foi correlacionado positivamente com o0s niveis de isoprostanos,
um marcador de dano lipidico. Os resultados deste estudo indicam que ocorrem
estados pro-oxidantes e pro-inflamatoérios na PKU (DEON et al., 2015b).

Estudos em pacientes fenilcetonaricos demonstram que 0S mesmos
apresentam indices elevados de peroxidacéo lipidica, dano oxidativo a proteinas e
diminuicdo da reatividade antioxidante total (TAR) (SITTA et al., 2006, 2009a;
SIRTORI et al., 2005). Através do ensaio cometa alcalino, foi verificado que a Phe
induz dano ao DNA in vivo e in vitro de maneira dose-dependente em leucécitos de
pacientes fenilcetonuricos (SITTA et al., 2009b), e que a co-incubacdo da Phe com
L-car reduziu significativamente o indice de dano ao DNA quando comparada ao
grupo controle, indicando que o dano ao DNA na PKU parece estar fortemente
correlacionado com as concentracdes de Phe no sangue (DEON et al., 2015a).
Outro estudo demonstrou que a suplementacdo com L-car e selénio em pacientes
fenilcetonuricos foi capaz de reverter no plasma a peroxidacao lipidica e o dano
oxidativo protéico, reforcando a importancia dos compostos antioxidantes na doenca
(SITTA et al.,, 2011). Um aumento nos niveis de 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-
OHdG), um produto do dano oxidativo ao DNA, foi verificado no soro de pacientes
PKU com altos niveis de Phe, que foram positivamente correlacionados com o0s
niveis de Phe no plasma (SCHULPIS et al., 2005).

Em modelo animal, demonstrou-se que a Phe in vitro diminuiu
significativamente as defesas antioxidantes e estimulou a peroxidacdo lipidica em
cérebro de ratos (KIENZLE HAGEN et al., 2002). Ainda, foi verificado in vitro que a
Phe induziu dano oxidativo a lipideos e proteinas e diminuiu a concentracdo de GSH
no hipocampo e no coOrtex cerebral de ratos PKU em desenvolvimento
(FERNANDES et al., 2010). Simon e colaboradores (2013) verificaram dano ao DNA
no cérebro e no sangue de ratos submetidos a HPA (alta concentracdo de Phe),
sugerindo que o dano ao DNA decorrente das altas concentracdes de Phe no
cérebro poderia ser, pelo menos em parte, responsavel pela disfungcdo neurolégica

observada em pacientes PKU.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da L-carnitina sobre o dano oxidativo, perfil inflamatério e
neurodegeneracdo em pacientes fenilcetondricos no diagnéstico precoce e tardio e
em tratamento e em modelo animal cronico quimicamente induzido de

hiperfenilalaninemia, bem como no estudo comportamental no modelo animal.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1. Capitulo I

Investigar o efeito da L-carnitina contida na férmula dietética utilizada pelos
pacientes fenilcetondricos no momento do diagndstico precoce e tardio e durante o
tratamento, avaliando perfil inflamatoério e dano oxidativo a lipidios, proteinas e DNA,
correlacionando os biomarcadores com o0s niveis séricos de fenilalanina e L-

carnitina.

3.2.2. Capitulo I

Avaliar marcadores de neurodegeneracdo no plasma de pacientes
fenilcetonuricos no diagndstico precoce e tardio e durante o tratamento dietético com
férmula contendo L-carnitina, correlacionando com os niveis de fenilalanina e

carnitina livre.

3.2.3 Capitulo lll:

Avaliar no cortex cerebral de ratos Wistar machos em modelo crénico
guimicamente induzido de hiperfenilalaninemia o efeito da L-carnitina sobre
parametros de comportamento, estresse oxidativo e neuroinflamacéao,

correlacionado esses marcadores com 0s niveis de carnitina livre.






4. RESULTADOS

Os resultados desta tese serdo apresentados na forma de capitulo/artigo cientifico.
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4.1 CAPITULO | - Increased cytokine levels induced by high phenylalanine
concentrations in late diagnosis PKU patients compared to early diagnosis:

Anti-inflammatory effect of L-carnitine

Artigo cientifico publicado no periddico Cell Biochemistry & Function (fator de

impacto = 3.963)
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O Capitulo | € constituido por artigo cientifico publicado, conforme
referéncia abaixo, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo

compreendido entre as paginas 44 — 54.

Faverzani JL, Hammerschmidt TG, Mescka CP, Guerreiro G, Lopes FF, Delgado CA,
de Moura Coelho D, Sitta A, Deon M, Wajner M, Vargas CR. Increased cytokine
levels induced by high phenylalanine concentrations in late diagnosis PKU patients
compared to early diagnosis: Anti-inflammatory effect of L-carnitine. Cell Biochem
Funct. 2023 Jun;41(4):490-500. doi: 10.1002/cbf.3800. Epub 2023 May 12. PMID:
37170672.
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4.2 CAPITULO Il - Increased peripheral of brain-derived neurotrophic factor levels in

phenylketonuric patients treated with L-carnitine

Artigo cientifico publicado no periodico Archives of Biochemistry and Biophysics
(fator de impacto= 3.9)
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O Capitulo Il é constituido por artigo cientifico publicado, conforme
referéncia abaixo, que no texto completo da tese defendida ocupa o intervalo

compreendido entre as paginas 56 —62.

Faverzani JL, Guerreiro G, Hammerschmidt TG, Lopes FF, Coelho DM, Sitta A,
Mescka CP, Deon M, Wajner M, Vargas CR. Increased peripheral of brain-derived
neurotrophic factor levels in phenylketonuric patients treated with |-carnitine. Arch
Biochem Biophys. 2023 Nov;749:109792. doi: 10.1016/j.abb.2023.109792. Epub
2023 Oct 18. PMID: 37863349.
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4.3 CAPITULO Il - L-carnitine protects oxidative stress and neuroinflammation in
cerebral cortex of rats submitted to chronic chemically-induced model of

Hyperphenylalaninemia

Artigo cientifico submetido ao periédico Molecular Neurobiology (fator de impacto =
5.682)
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O texto completo do capitulo Ill, que no texto completo da tese defendida
ocupa o intervalo de paginas compreendido entre as paginas 64 — 86, foi suprimido
por tratar-se de manuscrito em preparacao para publicacdo em periddico cientifico.
Este trabalho tem como objetivo avaliar os potenciais efeitos neuroprotetores do
tratamento com L-carnitina no cortex cerebral de ratos submetidos a um modelo
cronico de hiperfenilalaninemia (HPA) induzido quimicamente, avaliando dano
oxidativo cerebral, neuroinflamacgéo e alteragbes comportamentais. Confirmamos a
eficacia do modelo animal, através do aumento de fenilalanina e L-carnitina no
sangue e no cortex cerebral. O tratamento com L-carnitina foi eficaz em diminuir
significativamente a geracdo de espécies reativas e atenuar a atividade da
superoxido dismutase. Além disso, a L-carnitina atenuou a diminuicdo dos niveis de
IL-4, demonstrando importante efeito antiinflamatorio, além do efeito protetor contra
a neuroinflamacdao, através da diminuicdo da superexpressdo da proteina glial fibrilar
acida (GFAP) presente no cortex cerebral de ratos HPA. Nossos resultados
destacam o papel neuroprotetor do L-carnitina no tratamento da Fenilcetonuria,
principalmente contra a neuroinflamacdo e o processo oxidativo, contribuindo para

melhor esclarecer a fisiopatologia da doenca.





































































5. DISCUSSAO

Clinicamente, os pacientes fenilcetonuricos podem desenvolver deficiéncia
intelectual grave, epilepsia e problemas comportamentais, psiquiatricos e de
movimento, eczema, bem como pigmentacao leve da pele, olhos e cabelos (VAN
SPRONSEN et al.,, 2021). Se iniciada logo apdés o nascimento, a restricdo da
ingestao dietética de Phe previne substancialmente as principais manifestacdes da
PKU, sendo a propria Phe considerada a neurotoxina priméaria na doenca, embora a
hiperfenilalaninemia sozinha néo consiga explicar toda a cascata de disfuncao
cerebral que pode acometer o paciente (SCRIVER e KAUFMAN, 2001).

Mesmo apo6s décadas de estudos em pacientes e em modelos animais, 0s
mecanismos fisiopatoldgicos responsaveis pela neurotoxicidade observada na PKU
ainda ndo estdo completamente elucidados (SIERRA et al., 1998; KIENZLE HAGEN
et al.,, 2002; ERCAL et al., 2002; SITTA et al., 2009a; DE GROOT et al., 2010),
sendo provavel que diferentes mecanismos estejam envolvidos na neurotoxicidade
da doenca, responsaveis pelas alteraces no SNC. Entre os possiveis mecanismos
patologicos estd a dificuldade de transporte de outros aminoacidos neutros de
cadeia longa (LNAA) para dentro do cérebro reduzindo a sintese de
neurotransmissores, alteracbes no metabolismo energético e estresse oxidativo
(VAN SPRONSEN et al., 2021).

Muitos sdo os trabalhos na literatura demonstrando o envolvimento do
estresse oxidativo em doencgas crénicas, como diabetes e doencas cardiovasculares
(PIGNATELLI et al., 2018; WAYHS et al., 2014) e em doencas degenerativas, como
nas doencas de Parkinson, Alzheimer e esclerose multipla (BUTTERFIELD E
HALLIWELL, 2019; DIONISIO et al., 2021; TOBORE et al., 2021), corroborando
evidéncias do efeito do desequilibrio redox em suas fisiopatologias. A essas
doencas, incluem-se alguns EIM, como a Fenilcetondria, onde estudos ja
descreveram os efeitos do estresse oxidativo e sua relagdo com os danos
neuroldgicos encontrados nesses pacientes. Essas pesquisas buscam entender os
mecanismos envolvidos na doenca e possiveis novas abordagens terapéuticas, que
colaboram para uma melhora no prognéstico dessas desordens (DEON et al.,
2015b; MESCKA et al., 2016; DONIDA et al., 2017; GUERREIRO et al., 2020).
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O primeiro capitulo desse trabalho foi elaborado a partir da investigacdo do
efeito da L-carnitina, composto com propriedades antioxidantes contida na férmula
dietética utilizada pelos pacientes, sobre possiveis alteracdes em biomarcadores de
estresse oxidativo e nitrosativo, bem como no perfil inflamatorio em pacientes
fenilcetonuricos. Essa investigacdo também avaliou o efeito causado pelo tempo de
exposicdo a elevados niveis de Phe em pacientes diagnosticados precoce e
tardiamente e também em pacientes em tratamento, a fim de verificar quais os
possiveis beneficios dessa terapia. No segundo capitulo, considerando os extensos
e irreversiveis danos neurologicos apresentados pelos pacientes PKU, avaliamos
biomarcadores de dano neurogenerativo e investigamos o efeito do tratamento com
L-carnitina.

A partir dos resultados encontrados nas primeiras etapas desse trabalho,
surgiu a necessidade de melhor entender os efeitos a nivel cerebral, uma vez que os
principais sintomas da PKU sdo neuroldgicos, de maneira a complementar nossos
achados e assim, melhorar a compreensao dos efeitos do estresse oxidativo e
inflamacé&o, bem como da terapia com carnitina nha doencga. Em vista desse histérico,
no terceiro capitulo desse trabalho nds propusemos uma abordagem em torno da
terapia com L-car em um modelo animal de hiperfenilalaninemia conhecido e
validado, para que fosse possivel conduzir estudos a nivel central, mais
especificamente, no cortex cerebral. Até a presente data, ndo existe na literatura
artigos cientificos avaliando a terapia com L-car a nivel central em modelo animal de
hiperfenilalaninemia, como o realizado neste estudo.

Mesmo com a PKU sendo uma das doencgas pioneiras do Programa Nacional
de Triagem Neonatal do Ministério da Saude/Brasil, nem todos os pacientes
brasileiros com PKU sao diagnosticados na fase neonatal em nosso pais
(MINISTERIO DA SAUDE, 2002). Com o atraso no diagnostico e,
consequentemente, no inicio do tratamento, déficits cognitivos e neurologicos podem
se desenvolver. Mas se o tratamento for iniciado imediatamente ap0s 0 nascimento,
pode-se evitar essas sequelas (VAN SPRONSEN et al., 2021). Para manter a Phe
dentro de niveis considerados adequados, os pacientes sdo recomendados a seguir
uma dieta restrita, com baixa ingestdo de proteina, que exclui, completamente,
produtos de origem animal e permite o consumo de quantidades controladas de

cereais, frutas e vegetais. Consiste em uma dieta hipoprotéica, suplementada com
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uma formula especial semi-sintética que contém aminoacidos (exceto a Phe),
micronutrientes e L-carnitina (SCRIVER e KAUFMAN, 2001; COLOME et al., 2003).
A baixa ingestdo de proteinas com alto valor bioloégico diminui, entretanto, a
biodisponibilidade de diversos nutrientes, dentre eles, substancias com agao
antioxidante, como o selénio, a L-car e a Coenzima Q10 (SCHULPIS et al., 1990;
VAN BAKEL et al., 2000; ARTUCH et al., 2004; SITTA et al., 2011).

Na primeira etapa desse trabalho, foi verificada que os pacientes PKU
possuiam niveis elevados de Phe no momento do diagndstico, tanto realizados
precoce como tardiamente, e que esses niveis estavam diminuidos durante o
tratamento. Dados da literatura mostram que pacientes fenilcetondricos com
diagnostico tardio apresentaram inducdo da lipoperoxidagdo, bem como uma
diminuicdo da reatividade antioxidante total (TAR) e da atividade da GPx no sangue
(SIRTORI et al., 2005), e foi visto que pacientes PKU durante o tratamento dietético
(sem uso de L-carnitina), permaneciam com as mesmas alteracdes na peroxidacao
lipidica e na reducéo de antioxidantes (SITTA et al., 2006). Foi demonstrado também
que pacientes expostos a altas concentraces de Phe por curto ou longo periodo de
tempo resulta em uma reducdo das defesas antioxidantes, enquanto o dano
oxidativo a proteinas e lipidios ocorre apenas em pacientes expostos por longo
periodo a altas concentracfes de Phe (diagnoéstico tardio) (SITTA et al.,, 2009a),
reforcando que o processo de estresse oxidativo estava relacionado aos niveis
séricos de Phe (SANAYAMA et al., 2011).

Os niveis de Phe também foram avaliados em nosso estudo no modelo animal
cronico quimicamente induzido de hiperfenilalaninemia, com aumento significativo
nos niveis no plasma (grupo HPA+L-car: 735 171 pumol/L, por exemplo) e no cortex
cerebral (grupo HPA+L-car: 60 £10 pmol/L, por exemplo), demonstrando que os
niveis sanguineos eram semelhantes as concentracdes encontradas em pacientes
fenilcetondricos (MARTINS et al.,, 2009), confirmando a eficacia do modelo
(KIENZLE HAGEN et al., 2002).

A L-carnitina (4cido 4-N-trimetilamoénio-3-hidroxibutirico) é uma molécula
hidrofilica e altamente polar que desempenha papéis fisiologicos importantes,
transportando os acidos graxos de cadeia longa através da membrana mitocondrial
interna para B-oxidacdo e producdo de ATP nos tecidos periféricos e apesar do
baixo nivel de B-oxidacdo no cérebro, € ativamente transportada através da BHE e

acumula-se nas células neurais. Outra funcéo conhecida é o seu papel na regulacéo
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da funcao neural através da mediacéo da transferéncia de grupos acetil para sintese
de acetilcolina (BINIENDA e ALI, 2001). Em pacientes com acidemia glutarica tipo I,
a L-car é utilizada para corrigir a deficiéncia secundaria causada pela deple¢édo dos
niveis dessa molécula que é utilizada pelo organismo no intuito de promover a
remocao do glutaril-CoA e dos outros metabdlitos acumulados (GUERREIRO et al.,
2019). Além disso, esse composto vem demonstrando possuir um potencial
antioxidante devido a sua capacidade de sequestrar radicais livres (funcéo
“scavenger”) e reduzir a sua formacao, entre eles, o radical superdxido, que esta
envolvido na formacdo de outras espécies reativas, que por sua vez, Sao
causadores de dano a diferentes biomoléculas (DERIN et al., 2004; GULCIN, 2006).
Esse potencial antioxidante também pode estar relacionado pelo aumento da
atividade de enzimas envolvidas nas defesas antioxidantes (SOLARSKA et al.,
2010). Considerando as diferentes funcdes ja atribuidas a L-car, bem como a
deficiéncia de L-car em pacientes submetidos a restricdo proteica, as férmulas
sintéticas utilizadas no tratamento dos pacientes fenilcetonuricos foram adicionadas
de L-car em sua composigao.

Nés demonstramos que os pacientes PKU em tratamento possuem niveis
aumentados de L-car quando comparados aos individuos saudaveis e pacientes no
momento do diagndstico precoce e tardio, confirmando que a L-car contida na
formula dietética utilizada foi capaz de aumentar os niveis desse composto. As
doses empregadas no tratamento da PKU podem variar entre a idade e a marca
comercial utilizada pelo paciente, sendo de aproximadamente 100-150 mg/kg/dia,
dependendo da necessidade e estado clinico do paciente (variando pelo consumo
diario total da formula dietética). Também encontramos uma correlagcdo inversa
significativa entre as concentracdes de Phe versus os niveis de L-car em pacientes
fenilcetonuricos. Pela primeira vez, foram quantificados, em modelo animal de HPA,
niveis de carnitina livre. Esses dados foram mostrados no terceiro capitulo do
presente trabalho. De fato, assim como encontrado nos pacientes, os ratos HPA
tratados com L-car mostraram aumento dos niveis desse composto comparado aos
animais controle e animais com HPA (ndo tratados com L-car), no sangue e no
cortex cerebral. Importante ressaltar que neste modelo, diferente do que
encontramos em pacientes PKU sob restricdo proteica, os valores de Phe
permanecem altos no grupo HPA+L-car (tratados com L-car sem dieta poteica),

semelhante aos nives de Phe encontrado nos animais “doentes” (grupo HPA néo
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tratado com L-car). Em um aspecto geral, esse perfil semelhante ao encontrado em
pacientes nos deu seguranca para prosseguir com o estudo no cérebro de animais,
uma vez que o modelo se mostrou satisfatorio e reproduziu as condigbes
bioquimicas encontradas nos pacientes.

No capitulo I, n6s demonstramos que pacientes PKU apresentaram dano a
lipidios, o qual foi verificado por meio da dosagem de isoprostanos urinarios, um
subproduto do metabolismo do &cido araquidénico. Os individuos alvo deste estudo
apresentaram niveis elevados de isoprostanos comparados ao grupo de individuos
saudaveis. O tratamento com L-car mostrou uma tendéncia de normalizar esses
niveis indicando uma possivel protecdo do dano a lipidios. Comparando com outros
estudos, muitos deles utilizando modelagem animal, percebe-se que noSsos
resultados em pacientes estdo de acordo com a literatura cientifica. Ainda, nossos
resultados corroboram com dados da literatura em pacientes PKU, onde ja foi
verificado que a suplementacao de L-car e selénio, foi capaz de reduzir as espécies
reativas ao 4cido tiobarbittrico (TBARS), outro parametro de dano oxidativo lipidico
que reflete a quantidade de formacéo de malondialdeido (MDA), um produto final da
peroxidacdo de acidos graxos de membrana (SITTA et al., 2011), enfatizando a
importancia desses compostos antioxidantes nessa doenca (SITTA et al., 2009c;
SCHULPIS et al., 1990) e reforcando os efeitos antiperoxidativos da L-car (TAN et
al. 2008; DERIN et al. 2004; RANI e PANNEERSELVAM, 2002). Uma vez que o
cérebro é particularmente vulneravel aos efeitos deletérios de espécies reativas
devido a sua alta demanda metabdlica, baixa defesa antioxidante e a densa
composicao lipidica suscetiveis a oxidacao, estudo em modelo animal de HPA
demonstrou que filhotes de ratas fenilcetondricas apresentaram aumento da
lipoperoxidagao, que foi revertida pelo tratamento com melatonina e vitaminas C e E
(MARTINEZ-CRUZ et al., 2002). Também foi demonstrado que a Phe in vivo e in
vitro aumentou a quimioluminescéncia (outra medida de lipoperoxidagao) e reduziu o
potencial antioxidante total no tecido cerebral de ratos (KIENZLE HAGEN et al.,
2002). Em um modelo de camundongo Knockout para PKU (PAH®"?), verificou-se
aumento de lipoperoxidacdo (ERCAL et al., 2002) e o dano a lipidios também foi
verificado em cortex cerebral de ratos HPA (MORAES et al.,, 2013), onde foi
demontrado que o tratamento com &cido lipdico in vivo e in vitro parece ter um papel
neuroprotetor ao restaurar a atividade de antioxidantes e prevenir o dano lipidico
(MORAES et al., 2010).
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No que diz respeito ao dano a proteinas, ndo encontramos diferenca estatistica
significativa entre pacientes PKU e individuos saudaveis nas concentracdes
urindrias de di-tirosina (Di-tyr), uma molécula formada a partir da oxidacdo de
residuos de tirosina adjacentes de proteinas, levando a formacdo de uma ligacdo
inter-fendlica altamente estavel (KIRSCHBAUM, 2002). O dano a proteinas ja foi
relatado em modelo animal (ERCAL et al., 2002; MORAES et al.,, 2013) e em
pacientes fenilcetonuricos pela alteracdo de diferentes marcadores proteicos (DEON
et al. 2015a; SITTA et al., 2009a), e foi visto que a suplementacdo com L-car e 0
selénio foram capazes de prevenir a oxidacdo proteica (SITTA et al.,, 2011). A
oxidacdo de proteinas por espécies reativas pode levar enzimas, receptores e
proteinas de transporte ao mau funcionamento e, eventualmente, induzir alteracdes
no metabolismo celular (HALLIWELL e GUTERRIDGE, 2015).

Dentre todos os danos que os radicais livres podem causar as biomoléculas,
o dano oxidativo ao DNA é considerado o mais nocivo, podendo causar alteracdes
irreversiveis, levar a mutacdes genéticas, alteracdes na expressao geénica,
aberracées cromossdmicas, neoplasias, perda de fungéo e, por fim, morte celular
(JENA, 2012). O dano ao DNA foi verificado no sangue e no cérebro de ratos HPA,
sendo sugerido pelos pesquisadores que decorreu das altas concentracdes de Phe,
podendo ser responsavel, pelo menos em parte, pela disfuncdo neuroldgica
observada nos pacientes PKU (SIMON et al., 2013). Recentemente, foi visto em
pacientes PKU tratados que a 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (8-OHdG) urinaria, estava
positivamente correlacionada com os niveis séricos de Phe e negativamente com as
concentracfes de L-car (DEON et al., 2015b). Outros estudos mostraram que niveis
séricos elevados de Phe induziram danos ao DNA em individuos saudaveis,
avaliado pelo ensaio cometa alcalino (SITTA et al., 2009b), e em células gliais C6
(FAVERZANI et al., 2021), e que o tratamento com L-car reduziu esse dano
(FAVERZANI et al.,, 2021; DEON et al., 2015a), reforcando as propriedades
antioxidantes e de eliminacgdo de radicais livres apresentadas pela L-car.

Em nosso estudo, o dano aos acidos nucleicos foi avaliado por meio da
dosagem de espécies urinarias de guaninas oxidadas (8-hidroxi-2’-deoxiguanosina,
8-hidroxiguanosina e 8-hidroxiguanina, que representam dano ao DNA, RNA e de
ambos, respectivamente) em pacientes fenilcetonuricos, nas quais foi observada
uma tendéncia ao aumento deste biomarcador no momento diagnostico em

comparacdo com controles sadios. Essas espécies sdo resultantes do ataque de
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ERO, em especial o radical hidroxila, aos acidos nucleicos, ao DNA nuclear e
mitocondrial, que séo liberadas na urina (COOKE et al., 2003; HALLIWELL e
GUTERRIDGE, 2015). A L-car em nosso estudo foi capaz de reduzir esses niveis
nos pacientes que estavam em tratamento em comparagdo aos pacientes no
momento do diagnostico. O aumento nesse biomarcador demonstra que o dano ao
DNA encontrado nos pacientes € oriundo de um mecanismo oxidativo (SHI et al.,
2012), uma vez que a L-car reduziu este dano.

O aumento do dano as diferentes biomoléculas e a reducdo das defesas
antioxidantes em pacientes PKU podem ser atribuidos ao aumento da geracédo de
espécies reativas nesses pacientes. Além das ERO, ERN também podem ser
danosas ao sistema biolégico (HALLIWELL, 2001). O oxido nitrico (NO) age como
regulador de mecanismos fisiolégicos em baixas concentracbes e como agente
téxico quando produzido em niveis elevados, e apesar de possuir importantes
funcdes em diferentes sistemas no organismo, quando em contato com Oz, pode
gerar ONOO- (peroxinitrito), que, por sua vez, é altamente reativo e pode levar a
nitrosilacdo de aminoacidos e perda de funcéo e atividade de proteinas e enzimas
(HALLIWELL e GUTERRIDGE, 2015). Ao avaliarmos as ERN, que podem levar ao
estresse nitrosativo (EN), medido neste estudo pelo teor de nitrato mais nitrito, nédo
encontramos diferencas estatisticas significativas entre os pacientes avaliados e
individuos saudaveis, sugerindo que o dano nitrosativo ndo ocorre em pacientes
fenilcetonuricos. Por outro lado, houve uma correlacdo inversa significativa entre
ERN e L-car. Isso, possivelmente, pode ser explicado pelo fato da L-car possuir
propriedades antioxidantes contra o dano nitrosativo, evitando a nitracdo causadas
pelo ONOO-em residuos de tirosina de proteinas (NOWAK et al., 2006).

Quando ERO danificam uma biomolécula, a homeostase e suas funcbes
podem ficar comprometidas (HALLIWELL e GUTERRIDGE, 2015). A literatura
mostra que os altos niveis de Phe acumulados nos pacientes PKU podem ser
capazes de estimular a producdo de ERO e reduzir as defesas antioxidantes, como
os niveis de glutationa (GSH) (SITTA et al.,2009a). Dessa forma, no terceiro capitulo
do nosso trabalho, propusemos avaliar niveis de diclorofluoresceina (DCF), como
indicador da formacédo de espécies reativas e avaliar defesa antioxidante enzimatica,
através da quantificacdo de superoxido dismutase (SOD). Nossos resultados
corroboraram com aqueles descritos por outros autores. De fato, ratos HPA

possuem niveis de SOD aumentados em relagdo aos animais normais. O mesmo
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ocorreu quando foram quantificados o0s niveis corticais da geracdo de espécies
reativas. Estes resultados indicam um desequilibrio no estado redox no cortex
cerebral dos animais sob hiperfenilalaninemia em favor dos pré-oxidantes,
caracterizado pelo aumento de ERO, sendo acompanhado de uma alteragcdo na
atividade da enzima antioxidante, como nossos resultados demonstram. Alguns
autores verificaram alteracdes na atividade da SOD em modelo animal de HPA
(KIENZLE HAGEN et al., 2002; MAZZOLA et al., 2011; MORAES et al., 2013), em
cultura de astrdcitos de ratos tratados com Phe (PREISSLER et al., 2016) e em
eritrocitos de pacientes fenilcetondricos (GASSIO et al., 2008; SANAYAMA et al.,
2011). A geracao de espécies reativas também foi demonstrada em células gliais C6
(FAVERZANI et al., 2021), cultura de astrocitos (PREISSLER et al., 2016) e ratos
HPA (MORAES et al., 2013). Em tempo, uma correlacdo positiva entre a oxidacao
de DCF e a atividade da SOD foi observada em nosso estudo, indicando que essa
superproducdo de espécies reativas pode ter ocorrido por ERO, mais precisamente
pela producdo do radical superoxido e, consequentemente, do perdoxido de
hidrogénio, uma vez que a enzima SOD metaboliza o &nion superéxido em perdxido
de hidrogénio (HALLIWELL e GUTERRIDGE, 2015). Nosso grupo de pesquisa ja
havia verificado in vitro em cultura de células gliais C6 que o pré-tratamento com L-
car foi capaz de prevenir a geracdo de espécies reativas causadas por altas
concentracdes de Phe (FAVERZANI et al., 2021). Neste estudo demonstramos pela
primeira vez na literatura o efeito scavenger da L-car sobre a geracdo de espécies
reativas a nivel central em cortex cerebral de modelo animal de HPA. Esse resultado
da acdo sequestradora de radicais livres da L-car é reforcado pela correlacdo
negativa significativa encontrada entre SOD e DCF versus L-car livre.

A inflamacéo é definida como a resposta de um organismo a uma infec¢ao ou
lesdo tecidual com o objetivo de eliminar patdogenos e lidar com componentes
danificados para que o tecido possa ser regenerado. Esse processo é acompanhado
pelo aumento de células do sistema imunolégico, como leucdcitos, macrofagos e
linfécitos, bem como expressdo aumentada e liberacdo de componentes, como
citocinas e quimiocinas. No entanto, em algumas doencas, este processo pode ser
exacerbado com consequéncias graves, levando ao fracasso no processo de
resolucdo e, portanto, a danos graves (WYSE et al. 2021). Juntamente com o
estresse oxidativo, esses processos sao associados com 0S mecanismos

causadores de diversas patologias, como desordens neurodegenerativas e doencgas
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neurometabolicas (HALLIWELL e GUTERRIDGE, 2015). Uma vez que a carnitina
possui propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias, e considerando também o
fato da suplementagdo com L-car contribuir para prevenir ou atenuar o estresse
oxidativo em pacientes afetados por diferentes EIM (MESCKA et al., 2015; RIBAS et
al., 2014), e sabendo da associacao existente entre estresse oxidativo e inflamacao,
avaliamos no nosso estudo marcadores inflamatorios e o efeito da L-car sobre esse
processo.

Dando seguimento ao nosso estudo, avaliamos o perfil inflamatério nos
pacientes fenilcetonuricos por meio da dosagem das citocinas pré-inflamatérias IL-
1B, IL-2, IL-6, IL-8, IFN-gama e TNF-alfa e das citocinas anti-inflamatérias IL-4 e IL-
10. No6s observamos que os pacientes PKU que tiveram seu diagndstico tardio,
apresentaram aumento nos niveis de todas as citocinas pré-inflamatorias dosadas
comparado a individuos saudaveis. Esse resultado indica um estado proé-inflamatorio
nesses pacientes. Nesse contexto, destaca-se que o aumento de citocinas pro-
inflamatérias pode estar relacionado a uma producdo excessiva de espécies
reativas, contribuindo para a inflamacéao (LUGRIN et al., 2014).

Também encontramos niveis aumentados das citocinas IL-2, IL-6 e TNF-alfa
nos pacientes com diagndéstico tardio comparado a pacientes no diagnéstico
precoce. Esse resultado sugere que o estado pré-inflamatério apresentado pelos
pacientes é devido ao maior tempo de exposicdo a niveis elevados de Phe.
Reforgcando nossos achados, um estudo anterior demostrou correlagdo positiva entre
IL-18 e niveis de isoprostano, um marcador de dano lipidico, em pacientes PKU
tratados, sugerindo que estados pré-oxidantes e pro-inflamatérios ocorrem na PKU
(DEON et al., 2015b).

Verificamos também que os niveis da citocina IL-8 estavam aumentados nos
pacientes tratados em comparacdo com o0s controles, resultado semelhante ao
encontrado por Deon e colaboradores (2015b), com aumento de citocinas pro-
inflamatorias IL-6 e IL-1B. A expressao de IL-8 é estimulada por diferentes fatores,
incluindo a producéo de espécies reativas e fatores pro-inflamatorios TNF-a e IL-13
e anti-inflamatéria IL-4 (GALIC, RIAZI e PITTMAN, 2012; ZEINALI, ABDOLRAHIM e
HOSSEINZADEH, 2017). Pacientes com doencas inflamatorias geralmente
apresentam niveis reduzidos de compostos antioxidantes, o que pode ser devido a

sua ingestédo insuficiente ou a alta demanda de consumo, podendo ser devido aos
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altos niveis de ERO ativadas por células imunocompetentes (MESCKA et al., 2015;
MANGGE et al., 2014; MUNOZ e COSTA, 2013).

A diminuig&o significativa dos niveis da IL-6 nos pacientes tratados de nosso
estudo, foi observada. Esse resultado demonstra que o tratamento dietético com L-
car foi capaz de reduzir os niveis dessa citocina pré-inflamatéria, demonstrando o
efeito anti-inflamatoério da L-carnitina. Estudos anteriores em outros EIM reforcam o
papel benéfico do L-car contra o processo pré-inflamatério, como o estudo de
Mescka e colaboradores (2015) em que foi administrada L-car por 2 meses para
pacientes com MSUD e o estudo de Guerreiro e colegas (2021) que administrou L-
car em modelo animal nocaute de acidemia glutarica tipo 1. Nesse contexto, também
observamos uma correlagdo inversa significativa entre a citocina pré-inflamatéria
IFN-gama e L-car, reforcando o efeito anti-inflamatério desse composto, uma vez
gue a suplementacdo com L-car diminuiu significativamente ou mostrou tendéncia a
diminuir os marcadores pro-inflamatorios testados.

Ao avaliarmos citocinas anti-inflamatoérias, verificamos que os nives da IL-4
estavam aumentados nos pacientes com diagnostico tardio comparado aos
diagnosticados precocemente, e diminuidos nos pacientes tratados comparados aos
pacientes diagnosticados tardiamente. Esta alteracdo encontrada pode representar
uma tentativa de reparar a resposta a inflamacéo, uma vez que a mesma atua nos
macréfagos ativados, modulando os efeitos de outras citocinas, como a IL-1, TNF-
alfa, IL-6 e IL-8, e inibindo a producéo de radicais livres de oxigénio (SOMMER et
al., 2010). As respostas inflamatérias ndo sao simples reacbes sequenciais, mas de
natureza cadtica. Células e mediadores inflamatdrios podem ter propriedades
multiplas e diferentes em determinadas condicbes (LEE et al., 2002). N&o
encontramos diferenca nas concentracées de IL-10 entre os pacientes PKU e os
individuos saudaveis estudados.

A partir dos resultados encontrados a nivel periférico nos pacientes PKU,
seguimos com a avaliacéo a nivel cerebral em modelo animal da doencga. Avaliamos
em cortex cerebral os niveis da citocina IL-4, onde verificamos uma diminuicdo da
capacidade anti-inflamatoria nos ratos hiperfenilalaninémicos (“fenilcetonuricos”). Os
resultados discordantes encontramos neste estudo entre pacientes PKU e animais
HPA pode ter ocorrido pelo fato dos pacientes possuirem idade média de 14 anos e,
portanto, um maior tempo de exposicao a cronicidade da doenca, diferente dos ratos

HPA que foram tratados por 8 dias, sendo portanto, um menor tempo de exposicao,
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0 que justificaria um papel regulatorio da IL-4 nos pacientes e nao nos ratos HPA. O
tratamento com L-car demonstrou ser benéfico contra a inflamacao, apresentando
um importante efeito anti-inflamatorio a nivel central, uma vez que os animais HPA
tratados com L-car apresentaram concentracdes de IL-4 no cértex cerebral
equivalentes aos ratos controle.

Avaliamos no cortex de animais submetidos a HPA a proteina glial fibrilar acida
(“glial fibrillary acidic protein” - GFAP), que é considerada um marcador de astrocitos,
localizada principalmente em compartimentos do citoesqueleto. Os astrgcitos
respondem as alteracbes no SNC através de alteragcdes morfologicas e funcionais
qgue influenciam a atividade neuronal. Quando o SNC € submetido a situacdes de
agressdo, o0s astrécitos podem tornar-se hipertréficos ou assumir um fendétipo
reativo. Assim, a alta expressdo de GFAP é uma das principais caracteristicas
associadas aos astrocitos reativos no contexto de lesdo e inflamacdo (MESCKA et
al.,, 2021). A GFAP esta envolvida na regulacdo do volume dos astrdcitos, na
formacao de cicatrizes gliais e na ancoragem dos transportadores de glutamato na
membrana plasmatica para facilitar a reciclagem de neurotransmissores. Além disso,
um papel critico na interacdo neurdnio-glia e na morfogénese do SNC é
desempenhado por esta proteina. Descobertas recentes sugerem o envolvimento da
GFAP na manutencao a longo prazo da arquitetura cerebral, na funcdo adequada da
BHE e na modulag&o de algumas fun¢des neuronais (SHAN et al., 2018).

No nosso estudo, uma superexpressao da GFAP foi observada no cértex de
ratos HPA comparado aos animais controle, indicando um processo
neuroinflamatadrio cortical significativo nestes animais. Esse resultado corrobora com
dados da literatura, onde um aumento da expressdo de GFAP foi observada em
cerebelo de ratos HPA (USHAKOVA et al.,, 1997) e em cértex de ratos MSUD
(MESCKA et al., 2021). A coloracdo de GFAP também foi observada em pacientes
com doenca de Alzheimer (HOL et al., 2003) o que reforca que a expressao desta
proteina pode estar relacionada a danos neuronais ou neurodegeneragao.
Verificamos, pela primeira vez na literatura, o efeito protetor da L-car sobre a
neuroinflamacdo em modelo crénico de ratos HPA, uma vez que os animais HPA
submetidos & administracdo de L-car demonstram niveis diminuidos de GFAP
comparado aos ratos nao tratados com L-car.

Buscamos também neste estudo, avaliar marcadores de neurodegeneracdo na

PKU. Recentemente diversas pesquisas envolvendo doencas neurodegenerativas
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tem focado em encontrar marcadores plasmaticos de neurodegeneracdo, com o0
intuito de desvendar como a deterioracdo neuronal ocorre, bem como descobrir
novos biomarcadores nessas desordens (GUERREIRO et al., 2019; SCAINI et al.,
2017). Nesse sentido, algumas moléculas tém se mostrado Uteis, como BDNF,
Catepsina D, NCAM, PDGF e PAI-1, as quais foram analisadas no plasma dos
pacientes PKU neste estudo. Neste estudo os resultados mostraram um aumento
significativo nas concentracdes de BDNF nos pacientes em tratamento com L-car.
Além disso, pode-se observar uma tendéncia a dimunuicdo do BDNF nos pacientes
PKU com diagnostico tardio. O BDNF desempenha um papel fundamental na
proliferacdo e manutencdo de neurbnios sensoriais e colinérgicos, neurbnios
motores espinhais e alguns neurbnios dopaminérgicos, sendo fundamental na
plasticidade sinaptica, aprendizagem e memoria (PRADHAN et al., 2019). Alteracdes
nas concentracdes de BDNF ja foram encontradas em doencas neurogenerativas,
como Alzheimer e Parkinson, em distlrbios psiquiatricos e em processos de
envelhecimento associadas ao seu mecanismo fisiopatoldgico, no entanto, foi
observada uma diminuicdo nas concentracbes circulantes desta proteina
(COVACEUSZACH et al., 2009; MIRANDA et al., 2019). O aumento dos niveis de
BDNF ja foi relatado em algumas patologias cerebrais, mas pouco se sabe sobre o
seu papel na fisiopatologia de doencas neurometabdlicas hereditarias. Guerreiro e
colaboradores quantificaram os niveis de BDNF em pacientes com acidemia
glutarica tipo | também tratados com L-car, e observaram resultado semelhante ao
encontrado no nosso estudo (GUERREIRO et al., 2020). A literatura demonstrou que
o BDNF desempenhou um importante papel na protecdo dos neurbénios da apoptose
induzida pela Phe (ZHANG et al., 2010), estudo que pode nos ajudar a compreender
a sinalizacdo celular responsavel pelo BDNF, sendo uma proteina promissora,
possivelmente capaz de atenuar a lesdo cerebral da PKU, o que corrobora nossos
resultados. Outro estudo demonstrou aumento nos niveis de BDNF no cortex de
pacientes com epilepsia do lobo temporal, removidos apds cirurgia de resseccao
cerebral. Esse aumento encontrado estava relacionado a grande demanda por
ajustes de plasticidade, necessarios para tentar recuperar o tecido cerebral dos
danos causados pelas convulsdes (MARTINEZ-LEVY et al., 2017).

Além disso, verificamos uma correlagdo negativa entre os niveis de BDNF e
Phe e positiva entre as concentracbes de BDNF e L-car nos pacientes estudados,

sugerindo que a diminuicdo dos niveis de Phe, aminoacido acumulado na doenca e
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envolvido no mecanismo de dano cerebral, possa estar associada aos efeitos
benéficos da L-car, que parece melhorar os niveis de BDNF. Assim, pode-se
presumir que os elevados niveis plasméticos de BDNF encontrados em pacientes
fenilcetonuricos tratados podem refletir uma resposta compensatéria a leséo
cerebral, estando aumentado devido a grande demanda por ajuste na plasticidade.

Em relacdo aos demais marcadores de neurodegeneracdo avaliados
(catepsina D, NCAM, PDGF-AB/BB e PAI-1 total), ndo encontramos diferenca
significativa entre os grupos estudados. Indo de encontro a este resultado,
avaliamos a nivel central no cortex cerebral dos ratos HPA outros marcadores de
neurodegeneracdo, catepsina B e catepsina total e também, ndo encontramos
diferenca significativa entre os animais testados.

No intuito de entender o efeito da L-car sobre o comportamento no modelo
animal dos ratos HPA utilizamos o teste de campo aberto. Este ensaio tem como
objetivo avaliar a atividade exploratoria dos animais e é utilizado em estudos da
base neurobiolégica da ansiedade e na triagem de novos alvos de drogas e
compostos ansioliticos (KRAEUTER et al., 2019). Laténcia para inicio da locomocao,
namero de crossings, numero de rearings e bolos fecais foram avaliados. Em
relacdo a laténcia para iniciar o movimento, niumero de crossings e numero de
rearings, ndo encontramos diferenca significativa entre os grupos avaliados. Em
relacdo ao numero de bolos fecais, nenhum dos animais apresentou esse parametro
de ansiedade (dados nao apresentados).

Assim, neste trabalho, ndés fornecemos resultados sélidos e inovadores,
demonstrando que um estado pré-oxidante e pro-inflamatério estd envolvido na
fisiopatologia da Fenilcetonuria e que a L-carnitina tem um papel protetor a nivel
central e periférico muito eficaz no tratamento desse disturbio. Portanto, nossos
dados sustentam a visdo de que a suplementacdo com L-car é (til ndo apenas por
restaurar as concentracdes desse composto no organismo, mas também pelos

beneficios antioxidantes, anti-inflamatorios e neuroprotetores a ela atribuidos.






6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesta tese permitem concluir que o0s pacientes
fenilcetonuricos apresentam um estado pré-oxidante e pro-inflamatorio,
principalmente em pacientes com diagnostico tardio. A agéo antioxidante sobre a
resposta inflamatoria da L-carnitina também foi descrita. Nossos dados mostram a
importancia do diagndstico neonatal e inicio imediato do tratamento dietético
contendo L-carnitina.

Existe uma tentativa de ajuste na plasticidade neuronal na busca de recuperar
o dano cerebral sofrido, que pode refletir em uma resposta compensatoria a lesao
cerebral nos pacientes PKU tratados com férmula dietética contendo L-carnitina.

No modelo animal crénico quimicamente induzido de hiperfenilalaninemia,
avaliando o cértex cerebral, destacamos o papel protetor da L-carnitina contra a
neuroinflamacéo e processo oxidativo.

Assim, considerando que os mesmos achados verificados perifericamente em
pacientes fenilcetonuricos, foram encontrados no tecido cerebral de modelo animal
de hiperfenilalaninemia, podemos presumir que 0 estresse oxidativo e 0 processo
inflamatério, decorrentes dos altos niveis de fenilalanina, participam do dano
cerebral encontrado nos pacientes PKU, contribuindo para a fisiopatologia da
doenca.

Desta forma, reforcamos a importancia da terapia com L-carnitina, sendo um
importante adjuvante no tratamento dos pacientes fenilcetondricos, devendo ser

mantida juntamente a terapia preconizada.
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