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RESUMO

A doenga da urina do xarope do bordo é um erro inato do metabolismo causado
pela deficiéncia severa na atividade do complexo enzimatico da desidrogenase de -
cetoacidos de cadeia ramificada. Distdrbios neuroldgicos sdo comuns em pacientes com
esta doenca. Apesar de a leucina ser considerada o principal metabolito toxico, os
mecanismos envolvidos na neuropatologia das les6es cerebrais ndo séo bem entendidos.
No presente estudo, avaliou-se o possivel efeito preventivo da coadministracdo de
creatina e piruvato sobre os efeitos provocados pela administracdo de leucina a ratas
Wistar durante a gestacéo e lactacdo sobre alguns parametros de estresse oxidativo, bem
como sobre as atividades de certas enzimas envolvidas na rede de fosforiltransferéncia
no cortex cerebral e no hipocampo da prole aos 21 dias de idade. A administracdo de
leucina induziu o estresse oxidativo e alterou as atividades das enzimas piruvatocinase,
adenilatocinase, creatinacinase citosolica e mitocondrial. A coadministracdo de creatina
e piruvato foi parcialmente eficaz na prevencdo de algumas alteracfes provocadas pela
administracdo de leucina sobre o estresse oxidativo, mas ndo nas enzimas da rede de
fosforiltransferéncia. Estes resultados sugerem que a hiperleucinemia materna néo

tratada pode ser tdxica para o cérebro da prole.



ABSTRACT

Maple Syrup Urine Disease is an inborn error of metabolism caused by severe
deficiency in the activity of branched-chain a-keto acid dehydrogenase complex.
Neurological disorders are common in patients with this disease. Although leucine is
considered the main toxic metabolite, the mechanisms underlying the neuropathology of
brain injury are poorly understood. In the present study, we evaluated the possible
preventive effect of the co-administration of creatine plus pyruvate on the effects
elicited by leucine administration to female Wistar rats during pregnancy and lactation
on some oxidative stress parameters as well as the activities of some enzymes involved
in the phosphoryltransfer network in the cerebral cortex and hippocampus of the
offspring at 21 days of age. Leucine administration induced oxidative stress and altered
the enzymes activities of pyruvate kinase, adenylate kinase, mitochondrial and cytosolic
creatine kinase. Co-administration of creatine plus pyruvate was partially effective in
the prevention of some alterations provoked by leucine administration on the oxidative
stress but not in the enzymes of phosphoryltransfer network. These results suggest that

non-treated maternal hyperleucinemia may be toxic to the brain of the offspring.



LISTA DE ABREVIATURAS

AACR

AK

ADP

ATP

CK

TCA

CK-Ci

CK-Mi

Cr

DCCR

DXB

EIM

EO

ERN

ERO

lle

KIC

KIV

KMV

Leu

NMDA

PCr

Pir

PK

Val

Aminoéacidos de cadeia ramificada
Adenilatocinase

Adenosina difosfato

Adenosina trifosfato
Creatinacinase

Ciclo do acido tricarboxilico
Creatinacinase citosolica
Creatinacinase mitocondrial
Creatina

Desidrogenase dos a-cetoacidos de cadeia ramificada
Doenga da urina do xarope do bordo
Erros inatos do metabolismo
Estresse oxidativo

Espécies reativas de nitrogénio
Espécies reativas de oxigénio
Isoleucina

Acido o-cetoisocaproico

Acido o-cetoisovalérico

Acido o-ceto-B-metilvalérico
Leucina

N-metil-D-aspartato

Fosfocreatina

Piruvato

Piruvatocinase

Valina



1. INTRODUCAO

1.1 Erros Inatos do Metabolismo

Os Erros Inatos do Metabolismo (EIM) envolvem uma série de doengas
hereditarias causadas pela deficiéncia total ou parcial de uma proteina, geralmente uma
enzima. A deficiéncia na atividade desta enzima pode levar ao bloqueio da rota
metabdlica na qual ela estd envolvida. O resultado deste bloqueio pode levar ao
acumulo de substratos ou de seus metabdlitos e a falta dos produtos sintetizados por
essa Via, gerando, muitas vezes, prejuizo no desenvolvimento fisico e/ou mental dos
individuos afetados (Scriver et al., 2001).

O médico inglés Archibald Garrod foi o primeiro a sugerir o termo EIM em
1909 a partir de estudos com pacientes que apresentavam alcaptonuria, cistindria,
pentosuria e albinismo. Ele observou que tais doencas apresentavam uma distribuicéo
familiar, sendo mais frequente em filhos de casamentos consanguineos. Baseado nas
recém-descobertas Leis de Mendel, Garrod prop0s que essas doencgas apresentavam um
modelo de heranga autossdmica recessiva. Assim, ele desenvolveu o conceito de que
algumas doencas ocorreriam por uma deficiéncia ou auséncia na atividade de uma
enzima responsavel por uma rota metabdlica (Childs et al.,2001). Beadle, em 1945,
reforca os estudos de Garrod, ao conceituar que cada gene é responsavel pela sintese de
uma proteina e que o processo metabdlico se desdobra em etapas e que cada etapa €
controlada por uma enzima especifica — esse conceito explica a causa dos EIM (Scriver
etal., 2001).

Desde os primeiros estudos de Garrod, ja foram detectados mais de 500 EIM. Se
avaliados de forma individual os EIM sdo raros, porém, quando considerados em

conjunto essas doencas apresentam uma frequéncia relativamente alta, em torno de um



em 1.000 - 5.000 nascidos vivos (Scriver et al., 2001; Sanderson et al., 2006). Como 0s
EIM abrangem vérias doencas, diversas classificagbes tém sido propostas. A
classificacdo mais utilizada leva em consideracdo a area do metabolismo afetada: EIM
de é&cidos orgéanicos, aminodcidos, glicidios, glicoproteinas, glicosaminoglicanos,
purinas e pirimidinas, enzimas eritrocitarias, metais, lipoproteinas, hormonios e
proteinas plasmaticas (Scriver et al.,2001). Nesse trabalho sera abordado um EIM dos

aminoacidos, a doenca da urina do xarope do bordo.

1.2 Doenga da Urina do Xarope do Bordo

1.2.1 Historico

John Menkes e colaboradores, em 1954, descreveram quatro casos de doenca
degenerativa cerebral em uma mesma familia. A manifestacdo da doenca iniciava na
primeira semana de vida com progndstico fatal nos préximos trés meses. O achado
clinico mais importante foi um odor forte de aclcar queimado na urina, semelhante ao
odor adocicado do xarope do bordo, um ingrediente culinario muito utilizado nos
Estados Unidos e Canada. Dai vem o nome da doenca, Doenca da Urina do Xarope do
Bordo (DXB) ou Maple Syrup Urine Disease (MSUD). A partir de entdo, foram
identificados um aumento nas concentracdes dos aminoacidos de cadeia ramificada
(AACR) leucina, isoleucina e valina (Westall et al., 1957) e seus a-cetodcidos (CACR)
correspondentes, acido a-cetoisocaproico (KIC), a-ceto-f-metilvalérico (KMV) e a-
cetoisovalérico (KIV) no sangue e na urina de pacientes com DXB (Dancis et al, 1959;

Menkes, 1959).

1.2.2 Conceito

A DXB é uma doenca metabdlica hereditaria de carater autossémico recessivo,

causada por uma deficiéncia na atividade do complexo enzimatico da desidrogenase de
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a-cetoacidos de cadeia ramificada (DCCR) (Chuang & Shih, 2001). Como
consequéncia deste bloqueio, ha um acumulo dos aminoacidos de cadeia ramificada
leucina, isoleucina e valina e seus respectivos a-cetoacidos nos tecidos e fluidos

corporais de individuos com a doenca (Scriver et al, 2001).

1.2.3 Metabolismo dos aminoacidos de cadeia ramificada

Os aminoéacidos Leu, lle e Val (Figura 1) sdo aminoacidos que nao podem ser
sintetizados pelos animais, sendo entdo classificados como aminoacidos essenciais e sdo
obtidos exclusivamente através da dieta. Correspondem a 40% dos aminoacidos
essenciais em individuos normais e 35% dos aminoacidos indispensaveis para o tecido
muscular. O principal destino metabdlico desses aminoacidos é a sua incorporacao em
proteinas (Schadewaldt & Wendel, 1997). Eles participam de uma rota catabdlica

comum, constituida de trés etapas e, apés, sdo degradados por vias diferentes (Figura 2).

COO CO0O COoO

HN-C—H ‘H,N—C—H HN—C—H

Leucina [soleucina Valina

Figura 1. Estrutura quimica dos aminoacidos de cadeia ramificada.

ApoOs a ingestdo, sdo metabolizados pelo madsculo esquelético como fonte
alternativa de energia e também sdo oxidados pelos tecidos renal, cerebral, cardiaco e
adiposo. A oxidacéo inicia com o transporte dos AACR para dentro da célula, atraves
de um sistema de transporte L independente de sodio, localizado na membrana
plasmética (Hawkins et al., 2006). Entdo, eles sofrem trés reacdes iniciais comuns:

transaminacdo, descarboxilacdo oxidativa e desidrogenagéo.



Leucina Isoleucina Valina

ac. a-ceto-isovalérico ac. a-ceto-f-metilvalérico ac. g-ceto-isocaproico
v

Isovaleril-CoA ¢-metilbutiril-CoA Isobutiril-CoA
! \ l

p-metilcrotonil-CoA Tiglil-CoA Metilcrilil-CoA
% v v
% v v
v v v

Acetil-CoA Acetil-CoA Succinil-CoA

+ +

dc. acetoacético succinil-CoA

Figura 2. Metabolismo dos amino4cidos de cadeia ramificada. (1) Reacdo de transaminacdo
catalisada pelas aminotransferases de aminoacidos de cadeia ramificada. (2) Reacdo de descarboxila¢do
oxidativa catalisada pelo complexo enzimatico desidrogenase dos a-cetodcidos de cadeia ramificada. (3)
Reacdo de desidrogenacdo catalisada pela isovaleril-CoA desidrogenase. (4) Reacdo de desidrogenacao
catalisada pela a-metil desidrogenase de cadeia ramificada. (Adaptado de Chuang e Shih, 2001).

Inicialmente, os grupos amino dos AACR sdo removidos por aminotransferases
de cadeia ramificada, tanto no citosol quanto na mitocéndria, produzindo os respectivos
cetoacidos: KIC, KMV, KIV. Os CACR produzidos no citosol sdo translocados para o
interior da mitocdndria por um transportador especifico de CACR. L4, eles sofrem
descarboxilacdo oxidativa catalisada pelo complexo enzimético da desidrogenase de a-
cetoacido de cadeia ramificada, que remove o grupo carboxilico dos cetoacidos.

Como produtos da desidrogenacdo dos cetoacidos, catalisada pelo complexo da
DCCR, séo formados os respectivos acil-CoA de cadeia ramificada: isovaleril-CoA, a-
metilbutiril-CoA e isobutiril-CoA. Esses produtos sofrem uma desidrogenacao
catalisada por uma acil-CoA desidrogenase especifica. A partir dai, cada aminoéacido é
degradado por vias diferentes.

Os produtos finais do metabolismo da leucina sdo a acetil-CoA e o acetoacetato,

sendo, portanto, um aminoacido cetogénico. A valina da origem ao succinil-CoA que,



entra no ciclo de Krebs e, é eventualmente convertido em glicose pela gliconeogése,
sendo classificada, entdo, como um amino&cido gliconeogénico. A isoleucina tem como
produtos finais acetil-CoA e succinil-CoA, sendo, assim, um aminoacido

glicocetogénico (Chuang e Shih, 2001).

1.2.4 Diagnostico da DXB

A DXB e outras doencas genéticas e infecciosas podem ser detectadas pela
triagem neonatal, popularmente conhecido como Teste do Pezinho. O sangue é coletado
e impregnado em papel filtro, geralmente entre 0 3° ao 7° dia de vida do recém-nascido,
e enviado para analise (Schwartz et al., 2000).

O teste de triagem para DXB ¢ feito através da identificacdo de altas
concentracdes dos AACR no sangue e seus CACR na urina, através de cromatografia de
aminoacidos e de &cidos organicos, respectivamente (Chuang e Shih, 2001). Varios
paises vém utilizando o método de espectrometria de massa em Tandem para a triagem
neonatal, permitindo a identificacdo precoce da DXB quando os pacientes sdo ainda
assintomaticos ou apresentam poucos sintomas (Peinemman e Danner, 1994; Simon et
al., 2006). Aqui no Brasil, o teste do pezinho fornecido pelo Sistema Unico de Saude
ndo contempla o teste de triagem para a DXB, 0 qual pode ser realizado somente em
laboratdrios particulares (Souza, et al., 2002).

A leucina € o principal metabdlito acumulado, podendo atingir concentragdes
séricas de 5 mM, enquanto isoleucina e valina chegam as concentra¢fes de 1mM no
momento do diagnostico (Bremer et al., 1981). A presenca de L-aloisoleucina, um dos
produtos da racemizacdo da isoleucina, tem sido considerada patognomdnica na DXB.
Este metabdlito tem uma lenta depuracdo e altos niveis estdo presentes no plasma por
varios dias apds uma crise de descompensacdo metabolica em pacientes com DXB

(Chuang e Shih, 2001).



O procedimento que confirma o diagnoéstico da doencga é a medida da atividade

do complexo enzimatico a-cetoacido desidrogenase de cadeia ramificada em cultura de

leucocitos periféricos de pacientes (Peinemann e Danner, 1994; Chuang e Shih, 2001).

O diagnostico pré-natal da DXB pode ser realizado em cultura de células do

liguido amnidtico retiradas por amniocentese entre a 14 e 182 semana de gestacdo, ou

através de andlise direta do tecido de vilosidades coridnicas (Chuang e Shih, 2001).

1.2.5 Aspectos clinicos e classificacdo da DXB

A manifestacdo clinica da DXB ¢ variada e pode ser classificada em cinco

fenotipos clinicos: classica, intermediaria, intermitente, responsiva a tiamina e

deficiéncia de Diidrolipoil desidrogenase (E3-deficiente). Eles sdo classificados de

acordo com apresentacdo clinica da doenca, tolerancia a leucina e a atividade residual

enzimatica (Tabela 1) (Chuang e Shih, 2001).

Tabela 1. Classificacdo e aspectos clinicos da DXB.

Fenétipo Manifestacdes clinicas Achados bioquimicos Atividade
normal do
complexo

DCCR
Classica Inicio neonatal Niveis muito elevados de
Dificuldade de alimentacédo Leu, lle, Val e seus 0-2%
Letargia cetodcidos.
Hipotonia Niveis elevados de
Cetoacidose aloisoleucina.
Convulséo.
Intermediaria Atraso no desenvolvimento | Niveis elevados de Leu,
fisico e psicomotor lle, Val e seus cetoacidos. 3-30%
Cetoacidose pouco frequente. | Niveis elevados de
aloisoleucina.
Intermitente No inicio, o desenvolvimento | Niveis de Leu, lle e Val
5-20%

é normal.
Episédios de ataxia e/ou
cetoacidose, precedidos de

infeccBes ou estresse.

normais, quando

assintomatico.
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Responsiva a tiamina | Similar a forma intermediaria. | Reducéo dos niveis de
Leu, lle, Val e/ou seus 2—-40%
cetoacidos quando
realizado tratamento com
tiamina.
E3 deficiente Usualmente sem sintomas | Moderado aumento dos
neonatais niveis de Leu, lle, Val e 0-25%
Deficiéncia de crescimento seus cetoacidos.
Hipotonia Niveis aumentados de
Acidose latica piruvato e a-cetoglutarato.
Atraso no desenvolvimento
Movimentos desordenados
Deterioracdo progressiva

Fonte: Adaptado de Chuang e Shih (2001).

1.2.5.1 Fendtipo Classico

Apresenta um quadro neonatal de encefalopatia é a mais comum (80% dos casos
de DXB), mais severa e de evolugdo rapida. A atividade do complexo DCCR é
extremamente baixa, menor que 2% do normal. Os niveis de AACR, principalmente
leucina, estdo extremamente elevados no sangue (podem chegar a 5 mM), liquor e urina
e, a presenca de aloisoleucina € o diagndéstico para a DXB classica.

A doenca manifesta-se durante os primeiros dias de vida, entre 4 e 7 dias ap06s 0
nascimento. Os sintomas clinicos iniciais incluem letargia e recusa alimentar, evoluindo
para perda de peso, cetoacidose, sinais neurologicos progressivos tais como episédios
de alternancia de hipotonia e hipertonia, distonia, convulsdes, encefalopatia aguda e
coma. A urina possui um odor de agucar queimado.

A maioria dos pacientes ndo tratados morre nos primeiros meses de vida, devido
as crises metabolicas recorrentes e progressiva deterioracdo neuroldgica, que sao,
frequentemente, precipitadas por infeccbes ou outros eventos que estimulem o

catabolismo, como cirurgias e vacinagoes.
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1.2.5.2 Fendtipo Intermediéario

Pacientes com este fendtipo apresentam elevagGes persistentes de AACR, porém
menores do que na forma classica. A atividade do complexo DCCR varia de 3% a 30%
do normal, os danos neuroldgicos sdo mais brandos e ndo apresentam sintomas severos
durante o periodo neonatal. Muitos ndo apresentam quadro de descompensacao
metabolica aguda. Os sintomas manifestam-se mais tardiamente, entre 0s 5 meses e 7
anos, e 0s pacientes apresentam atraso no desenvolvimento, convulsdes e episddios de

cetoacidose.

1.2.5.3 Fendtipo Intermitente

Os pacientes apresentam um desenvolvimento proximo do normal, com
crescimento e inteligéncia normais. Entretanto, possuem risco de desenvolver
descompensacdo metabdlica aguda em situagdes de estresse. A atividade do complexo
DCCR varia de 5% a 20% do normal. Quando assintomaticos, os niveis de AACR sédo
normais no plasma. Durante as crises agudas, a urina apresenta odor caracteristico e 0s
niveis de AACR e CACR estdo aumentados no sangue e na urina. Os sintomas surgem

entre 0s 5 meses a 2 anos de vida, geralmente associados a infecgdes.

1.2.5.4 Fendtipo Responsivo a Tiamina

Os pacientes ndo tem a doenca neonatal aguda, o quadro clinico é semelhante ao
fenotipo classico e o curso inicial caracteriza-se por atraso no desenvolvimento
neuromotor. A concentracdo de AACR é de 2 a5 mM, cerca de 5 vezes maior do que 0
normal. A administracdo de 10 a 1000 mg/dia de tiamina, associada a uma dieta restrita
em AACR reduz esses niveis ao normal. A atividade do complexo DCCR varia de 2 a
40% do normal. As manifestacbes clinico-laboratoriais mais frequentes s&o

descompensacdo metabdlica e acidose, acompanhada desenvolvimento fisico normal.
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1.2.5.5 Deficiéncia de diidrolipoil desidrogenase (E3-deficiente)

E uma forma rara, clinicamente semelhante 8 DXB intermediéria e acompanhada
por acidose latica intensa. Os niveis de AACR estdo levemente ou moderadamente
aumentados no plasma. Ap6s o aparecimento de acidose latica persistente, entre 8
semanas e 6 meses de vida, ocorre deterioracdo neuroldgica progressiva, caracterizada
por hipotonia, atraso no desenvolvimento e encefalopatia. Os resultados do tratamento
com biotina, tiamina e acido lip6ico, combinados com restricdo dietética de gorduras e

AACR néo tém sido satisfatérios.

1.2.6 Tratamento

O tratamento consiste na restricdo da ingestdo de proteinas, com o objetivo de
diminuir o acumulo de AACR e, consequentemente, seus efeitos toxicos,
principalmente ao sistema nervoso central. A finalidade do tratamento é normalizar as
concentracdes dos AACR, sem prejudicar o crescimento e o desenvolvimento dos
pacientes. Para isso, além da restricdo dietética, é realizada uma suplementagcdo com
uma formula de aminoécidos essenciais, vitaminas e minerais. O tratamento deve ser
iniciado o mais cedo possivel, ainda durante o periodo neonatal, e deve ser mantido
durante toda a vida dos pacientes. A terapia com tiamina, na dose de 50-30 mg/dia
durante 3 semanas no inicio do tratamento, € utilizada para detectar pacientes com o
fenotipo responsivo a tiamina (Chuang e Shih, 2001).

O transplante de figado tem sido utilizado em casos mais graves de DXB. A
substituicdo do 6rgdo com o gene alterado por um 6rgao normal faz com que os AACR
sejam metabolizados corretamente. E considerado um tratamento eficaz em longo prazo
para DXB classica, porém os danos cerebrais ja estabelecidos ndo podem ser revertidos

(Mazariegos et al., 2012).
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Durante a fase aguda da DXB, que pode ser desencadeada por situagdes de
estresse como infegdes, febres e outros eventos que estimulem o catabolismo proteico,
as intervengdes devem ser mais agressivas. O objetivo é reduzir rapidamente os niveis
de AACR e os outros metabdlitos acumulados na doenca, que podem levar a
deterioracdo das fungdes cerebrais.

H4 trés pontos centrais no tratamento das crises metabolicas: 1- rapida remocéo
dos metabolitos toxicos (diélise peritoneal, hemodidlise, transfusdo sanguinea); 2-
suporte nutricional adequado; 3- minimizagdo do catabolismo/ estimulagcdo do
anabolismo. A descompensacdo metabolica € corrigida através do tratamento da
situacdo precipitante (febre, infeccdes, etc.), além da oferta de calorias suficientes,
insulina, aminodcidos livres, isoleucina e valina para conseguir sustentar a sintese de
proteinas nos tecidos (Strauss et al., 1993; Chuang e Shih, 2001).

Os mecanismos pelos quais 0s AACR e seus CACR sdo toxicos ao sistema
nervoso central ainda ndo estdo bem esclarecidos. Alguns fatores, tais como a
complexidade do desenvolvimento cerebral, as concentracGes alcangadas pelas toxinas e
0 estagio do desenvolvimento do cérebro no momento em que elas atuam prejudicam o

esclarecimento desses efeitos.

1.2.7 Hiperleucinemia Materna

Levando-se em consideracdo que, atualmente, os EIM s&o diagnosticados mais
precocemente através da triagem neonatal, um grande nimero de mulheres portadoras
de EIM chega a idade adulta e podem engravidar. Sabe-se que em qualquer gravidez
estd associado o estresse fisioldgico e que a descompensagdo metabdlica pode ocorrer
mais frequentemente em portadoras de EIM durante a gestacdo, mas Sa0 poucos 0S

relatos existentes (Walter, 2000).
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No entanto, 0s possiveis riscos a que essas criangas estardo submetidas €
desconhecido na maioria das doengas, uma vez que pouco se conhece sobre 0s riscos
associados a gravidez nesses casos (Radomyska, 2003).

O interesse pelo estudo da hiperleucinemia materna surgiu a partir do
conhecimento de que a fenilcetondria materna compromete o desenvolvimento fisico e
mental dos fetos (Vargas e Levy, 1998). Neste contexto, cabe salientar que a incidéncia
da DXB detectada por programas de triagem neonatal € alta em algumas populaces,
podendo chegar a 1:39.300 nascidos vivos na regido da Galicia, na Espanha (Couce
Pico et al., 2007) e 1:86.800 nascidos vivos em Portugal (Quental et al., 2010). Isso
torna, portanto, relevante a investigacéo dos efeitos da hiperleucinemia materna sobre as
criancas geradas sob essa condigdo. Até o presente momento, ndo existem relatos do

acompanhamento do desenvolvimento de criangas nascidas de mées com DXB.

1.3 Rede de Fosforiltransferéncia

Os mecanismos envolvidos na manutencdo do equilibrio entre a liberacdo e a
captacdo de energia sdo finamente regulados por processos intracelulares. Para um
6timo funcionamento do sistema bioenergético celular, é necessario que compostos
ricos em energia, como o trifosfato de adenosina (ATP), sejam produzidos e entregues
aos locais de consumo em uma velocidade correspondente & sua taxa de consumo
(Dzeja, 2003).

Sendo assim, uma rede de transferéncia de grupos fosforil (rede de
fosforiltransferéncia), catalisada pelas enzimas creatinacinase (CK), adenilatocinase
(AK) e enzimas glicolitica (principalmente a piruvatocinase - PK) atua na transferéncia
de grupos fosforil entre os locais de producdo e de consumo de ATP (figura 3)

(Wallimann, 1994; Saks et al., 1996; Dzeja et al., 1998).
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Figura 3. Esquema das principais enzimas envolvidas na rede de fosforiltransferéncia em tecidos
com alta demanda energética como, por exemplo, musculo esquelético, coracdo e cérebro. A entrega de
fosfocreatina (PCr) é facilitada pela CK mitocondrial (CK-Mi), a partir do ATP formado na fosforilagéo
oxidativa (CR). A Pcr é exportada para o citosol e a CK citosélica (CK-Ci) transfere o grupo fosfato da
PCr ao ADP, formando ATP. A AK é capaz de regenerar o ATP a partir de duas moléculas de ADP.
Finalmente, a via glicolitica é estimulada pelo AMP formado na reacdo da AK, e a PK pode, entdo,
sintetizar ATP a partir do fosfoenolpiruvato (PEP) e ADP. Como esses sistemas operam em conjunto, a
atividade reduzida de uma enzima pode ser compensada pelo aumento na atividade de outra. Entretanto,
uma alteracdo na atividade de duas ou mais enzimas pode levar a um comprometimento cumulativo na
comunicagdo entre os sitios de consumo e producdo de ATP (Adaptado de Andrade, 2012).

Em média, as concentracdes de ATP, difosfato de adenosina (ADP) e
monofosfato de adenosina (AMP) sdo de 5 mM, 1 mM e 0,1 mM, respectivamente, e
sdo mantidas em equilibrio constante, dentro das células (Noma, 2005). Mudancas na
concentracdo destes compostos podem alterar a atividade de enzimas importantes e
regulatorias de diversas rotas oxidativas e biossintéticas, que percebem mudangas no

estado energético e metabolico das células.

1.3.2 Creatinacinase

A creatinacinase (CK; EC 2.7.3.2) catalisa a transferéncia reversivel de um

grupo N-fosforil da fosfocreatina (PCr) para o ADP, formando ATP e creatina (Cr), em
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uma reacdo dependente de magneésio, conforme a reacdo: PCr + MgADP <> MgATP +
Cr (Wallimann et al.,1992). Essa enzima possui um importante papel na homeostase
energética de células com necessidades energeéticas e intermitentes, como as do musculo
esquelético e cardiaco, de tecidos neurais como o cérebro, retina e fotorreceptores
(Wallimann et al.,1998).

H& quatro principais isoenzimas da CK, e os nomes sdo dados em funcdo dos
tecidos em que foram historicamente isoladas. Existem duas formas citosoélicas (CKci):
muscular (CK-MM) e cerebral (CK-BB), ambas formando homodimeros sob condic¢des
fisiologicas, podendo se apresentar como heterodimero CK-MB no coragdo. As
isoformas mitocondriais (CK-mi) também sdo duas: a forma ubiqua (CK-Mil) e a
sarcomérica (CK-Mis), as quais sdo expressas predominantemente no cérebro e musculo
estriado, respectivamente (Wallimann et al.,1992). As isoenzimas mitocondriais e
citosolica sdo sempre coexpressas em tecidos especificos, e essa interacdo é de
fundamental importancia para a manutencdo da homeostasia energética e celular (da
Silva et al., 2003).

Diferentes fungdes tem sido sugeridas para a comunicacao entre as isoformas de
CK-ci e CK-mi por PCr e Cr (Wallimann et al.,1994), levando a proposta do modelo do
circuito da PCr/Cr (figura 4) (Rojo et al., 1991; Wallimann et al., 1992; Wyss et al.,
1992).

Segundo esses autores, o sistema PCr serve como um tampdo de energia
flutuante, mantendo as concentracdes de ATP e ADP estaveis e tamponando os H”
gerados. Ele impede que haja uma queda acentuada nos niveis de ATP durante o
trabalho celular, buscando manter a razdo ATP/ADP elevada nos sitios subcelulares
onde a CK esta ligada a processos ou enzimas que consomem ATP, como por exemplo,

as bombas de ions. Além disso, o sistema PCr também atua no tamponamento do
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sistema de transporte de energia, ja que a PCr serve como transportadora de energia,
conectando sitios de liberacdo e captacdo a sitios de consumo de energia por meio das

isoformas de CK compartimentalizadas.

Mitocondria
Citosol
v
— Cr ¢—
/ ATP -/ : ATT A
\_— ADP < “ADP< 3 ADP
|”l - "_"l PCr :
— -_':) —
[ a )
|‘,‘ 1 ' _'n
=S =
Fosforilagio Glicolise Razdo ATP/ADP Consumo ATP
oxidativa citosdlica citosélico

Figura 4. O modelo do circuito PCr, em tecidos de alta demanda energética (Adaptado de
Burklen et al., 2006).

1.3.1 Adenilatocinase

A adenilatoquinase (AK; EC 2.7.4.3) € a enzima que catalisa a reacdo de
transferéncia de fosfatos de alta energia entre os nucleotideos de adenina, ATP, ADP e
AMP, conforme a reacdo: 2ADP <> ATP + AMP (Noma, 2005). Sendo assim, a AK é a
enzima responsavel pela interconversdo de ATP, ADP e AMP.

Existem sete isoenzimas da AK (AK1-AK7), distribuidas em todos os
compartimentos intracelulares, espacos intersticiais e liquidos corporais, com a
finalidade de regular o metabolismo energético e a sinalizagdo, proporcionando uma
eficiente economia energética celular. (Dzeja e Terzic, 2009).

Foram identificadas trés isoenzimas principais: AK1, AK2 e AK3. A AK1 existe
no citosol das células do musculo esquelético, cérebro e nos eritrocitos. A AK2 esta

presente no citosol e, principalmente, no espaco intermembranas mitocondrial das
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células do figado, coracdo, rim e bago. Ambas AK1 e AK2 utilizam os nucleotideos de
adenina. A AK3 ¢ encontrada, exclusivamente, na matriz mitocondrial e utiliza GTP
para formagdo de GDP ou ADP, j& que neste local ocorre a formacao de GTP pelo ciclo
do acido citrico. AK4 e AKS5 estdo localizadas principalmente na matriz mitocondrial e
no citosol, respectivamente. AK5 é encontrada somente no cérebro. A AK6 esta
localizada no nicleo celular. J& a AK7 esta relacionada com a motilidade celular e
outros processos, é altamente expressa no epitélio brénquico e parece estar associada

com o movimento ciliar (Dzeja e Terzic, 2009).

1.3.3 Piruvatocinase

A piruvatoquinase (PK; ATP: piruvato 2-O-fosfotransferase; EC 2.7.1.40) é uma
das enzimas regulatérias da rota glicolitica e catalisa a transferéncia de um grupamento
fosforil do fosfoenolpiruvato (PEP) para o ADP formando piruvato e ATP, conforme a
reacdo: PEP + ADP — ATP + piruvato (Valentini et al., 2000). A PK pode ser
considerada uma enzima-chave para todo 0 metabolismo celular, ndo somente para a via
glicolitica porque o produto da reacdo catalitica (piruvato) esta envolvido em diversas
rotas metabolicas (Mattevi et al., 1996).

Sdo conhecidas quatro isoenzimas (L, R, M; e M) da PK expressas em
diferentes tecidos nos mamiferos. Cada uma delas possui propriedades regulatorias e
cinéticas distintas, refletindo a sua importadncia no suprimento das necessidades
metabolicas de cada tecido (Jurica et al., 1998). Os genes L e M codificam as quatro
isoenzimas em humanos. O gene L codifica a isozima L encontrada no figado e R que
esta presente nos eritrocitos (Noguchi et al., 1987). Ja o gene M codifica as isozimas M,
e M, (Noguchi et al., 1986). M; esta predominantemente presente no mausculo

esquelético e no cérebro, enquanto a M, é encontrada primariamente no tecido fetal,
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células proliferativas e tumorais (Mazurek et al., 2005, Dombrauckas et al., 2005). Os
tipos My, L e R apresentam regulacdo alostérica e sdo ativados heterotropicamente pela
frutose-1,6-bisfosfato (FBP) (Jurica et al., 1998). Por outro lado, o tipo M; apresenta

cinética hiperbolica e ndo exibe regulacao alostérica (Mattevi et al., 1996).

1.4 Estresse Oxidativo

Estresse Oxidativo (EO) € um termo utilizado para se referir a situacdo na qual a
geracdo de espécies reativas ultrapassa a capacidade das defesas antioxidantes
disponiveis. Consiste numa alteracdo do equilibrio pro-oxidante/antioxidante em favor
do pré-oxidante (Halliwell, 1999; Halliwell 2006).

O EO pode ser resultante tanto de uma diminuicdo das defesas antioxidantes
quanto de uma producdo exacerbada de substancias pré-oxidantes, bem como da
liberacdo de metais de transicdo que aceleram a formacéo de algumas espécies reativas
ou entdo, da combinacgdo destes fatores (Halliwell, 2006).

Estudos demonstram que o0 estresse oxidativo possa estar envolvido na
fisiopatologia de diversas doencas, como as cardiacas, inflamatorias, cancer e doencas
neurodegenerativas (Valko et al., 2007). Ultimamente, tem sido verificado que varios
metabolitos acumulados em EIM, com grande comprometimento do SNC, induzem o
estresse oxidativo em cérebro de ratos (Bridi et al., 2005; Feksa et al., 2008; Meska et

al., 2011) e em seres humanos (Barschak et al., 2008 a,b; Sitta, et al., 2011).

1.4.1 Espécies Reativas

Espécies reativas (ER) de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN) sdo termos
utilizados para denominar qualquer &tomo ou molécula contendo um ou mais elétrons

ndo pareados nos orbitais externos. Este ndo pareamento faz com que a molécula ou
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atomo tornem-se instaveis e muito reativos, sendo capazes de reagir com qualquer
composto (Valko et al., 2007).

As ER (tabela 2) sdo produzidas constantemente durante processos metabolicos
e atuam como mediadores de transferéncia de elétrons em vérias reagdes bioquimicas.
Sendo assim, elas desempenham fungdes relevantes no metabolismo, incluindo a
comunicacgédo intracelular, apoptose, defesa contra agentes infecciosos dentre outros
(Valko et al., 2007; Halliwell e Gutteridge, 2007).

Tabela 2. Algumas espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN).

Radicais N&o radicais
ERO Superoxido, O,” Perdxido de hidrogénio, H,0,
Hidroxila, OH’ Oxigénio singlet, 0,
Peroxila, RO, Acido hipocloroso, HOCI
Hidroperoxila, HO,’ Peroxinitrito, ONOO"
Ozbnio, O4
ERN Oxido nitrico, NO’ Acido nitroso, HNO,

Dioxido de nitrogénio, NO,"  Peroxinitrito, ONOO"
Peroxinitrato, O,NOO
Fonte: Adaptado de Halliwell e Gutteridge (2007)

Quando ocorre uma producdo excessiva dessas ER ou uma remocao ineficiente,
é gerado um estado pro-oxidante, favorecendo o dano oxidativo em estruturas celulares
como os &cidos nucleicos, lipideos e proteinas (Valko et al.,, 2007; Halliwell e
Gutteridge, 2007). O radical OHe ¢ o mais reativo a todos os componentes do DNA,
reagindo com as bases puricas e pirimidicas. Os acidos graxos poli-insaturados também
sdo muito sensiveis a esse radical, que ataca principalmente os residuos de fosfolipideos
(Halliwell, 2000). ERO e ERN agem sobre residuos de aminoacidos de proteinas,
oxidando principalmente residuos ricos em cisteina e metionina, podendo alterar a

estrutura de proteinas, tornando-as inativas (Valko et al., 2007).
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1.4.2 Defesas antioxidantes

Para evitar os efeitos nocivos das ER, 0 organismo possui mecanismos de
defesas antioxidantes, que reduzem a formagdo de ER ou promovem sua inativacao.
Antioxidante, conforme Halliwell (2000), “¢ qualquer substancia que, quando presente
em baixa concentracdo comparada a do substrato oxidavel, regenera o substrato ou
previne significativamente a oxidacdo do mesmo”.

As defesas antioxidantes podem ser enzimaticas e ndo enzimaticas. Dentre as
defesas antioxidantes enzimaticas, podemos citar as enzimas catalase, superoxido
dismutase e glutationa peroxidase. Vitaminas (&cido ascorbico e vitamina E, por
exemplo) e o tripeptideo glutationa (na sua forma reduzida, GSH) sdo consideradas

defesas antioxidantes ndo enzimaticas.

1.4.2.1 Creatina

A creatina e a sua forma fosforilada, a fosfocreatina, sédo substancias que estéo
envolvidas na manutencdo da homeostase de energia celular na maioria dos tecidos,
principalmente no musculo esquelético e cérebro. A Cr desempenha um papel central no
fornecimento de energia por meio de uma reacao catalisada pela creatinacinase, descrita
anteriormente. Sob a forma de fosfocreatina, torna-se essencial para varios processos
metabolicos, funcionando como uma reserva de energia (Schulze et al, 1997; Kolling e
Wyse, 2010).

Além de ser utilizada como suplemento nutricional por atletas, principalmente,
com o objetivo de manter os niveis de fosfatos de alta energia durante o exercicio fisico,
a Cr tem sido eficaz também para prevenir a citotoxicidade causada por diferentes
estressores oxidativos (Sestili eta al., 2009). Estudos tem demonstrado que a Cr possui

propriedades antioxidantes “per se” (Lawler et al., 2002; Sestili et al., 2006).
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Embora o papel da Cr no sistema muscular seja bem reconhecido, existe uma
evidéncia crescente de que ela também desempenha um papel importante no sistema
nervoso central (Andres et al., 2008).

A Cr vem sendo considerada um agente neuroprotetor em modelos animais de
doencgas neurodegenerativas, como a doenca de Huntington e Parkinson (Mathews et al.,
1999; Ferrante et al., 2000; Beal, 2011). Este efeito neuroprotetor da Cr tem sido
atribuido as suas propriedades antioxidantes, que podem resultar de diferentes
mecanismos de a¢do: a eliminacdo de espécies de radicais livres e a melhora do status

energético celular (Wyss e Schulze, 2002).

1.4.2.2 Piruvato

O piruvato (Pir) desempenha um papel chave no metabolismo intermediario,
como um produto intermediario da glicolise e a fonte de acetil-CoA para o ciclo do
acido tricarboxilico (TCA). Pir é considerado um poderoso agente antioxidante e
neuroprotetor (Giandomenico, 1997; Jagtap et al., 2003, Varma e Hegde, 2007), pois é
capaz de oferecer, simultaneamente, uma resisténcia ao estresse oxidativo e ao insulto
mitocondrial (Mazzio e Soliman, 2003).

Em virtude da sua capacidade de sequestrar ROS, o Pir tem sido estudado
extensivamente como um agente citoprotetor. Ele é capaz de proteger as células de
culturas contra os efeitos letais do H,O, (Andrae et al., 1985), sendo uma provavel
defesa celular chave contra o estresse oxidativo, principalmente em células
proliferativas (Brand, 1997; Brand e Hermfisse, 1997).

Estudos in vitro tem demonstrado que o Pir protege contra a morte celular
mediada por N-metil-D-aspartato (NMDA) e zinco, provavelmente por prevenir a

intensa diminuicdo energética em cultura de neurdnios (Giandomenico et al., 1997).
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Além disso, o piruvato evita 0 acumulo de glutamato, o qual que é neurotdxico apos

uma pré-exposicao dos neurdnios ao NMDA (Maus, 1999).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Considerando que a hiperleucinemia pode estar associada a lesdes cerebrais
cujos mecanismos patogénicos ainda nao foram completamente elucidados; que ndo ha
informacdes sobre os efeitos da hiperleucinemia materna; que o uso de substancias
antioxidantes pode apresentar efeitos neuroprotetores, o principal objetivo deste projeto
sera determinar os efeitos da hiperleucinemia materna sobre alguns parametros de
estresse oxidativo e da rede de fosforiltransferéncia na prole de ratas Wistar tornadas

hiperleucémicas e uma possivel neuroprotecao da associacdo de piruvato com creatina.

2.1 Objetivos especificos
1 - Avaliar os efeitos da administracdo de leucina na concentracdo de 4,8 umol/g
de peso corporal a ratas Wistar durante o periodo de gestacdo e de lactacdo em cértex
cerebral e hipocampo da prole aos 21 dias de vida, sobre:
e Parametros de estresse oxidativo:
o Atividade das enzimas antioxidantes: superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx);
o Conteldo de glutationa reduzida (GSH)
o Oxidacdo da diclorofluoresceina (DCFH);
o Espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBA-RS);
o Conteldo de carbonilas em proteinas;
o Conteudo de sulfidrilas.
e Parametros da rede de fosforiltransferéncia:
o Atividade da enzima creatinacinase nas fra¢oes citosolica e mitocondrial;
o Atividade da enzima adenilatocinase;

o Atividade da enzima piruvatocinase.
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2 - Avaliar o possivel efeito neuroprotetor da coadministracdo de duas
substancias energéticas e antioxidantes — creatina, na dose de 0,4 mg/ g de peso
corporal, e piruvato, na dose de 0,2 mg/ g de peso corporal a ratas Wistar
durante o periodo de gestacdo e de lactagdo em homogeneizado de coértex
cerebral e de hipocampo da prole aos 21 dias de vida, sobre os mesmos

parametros citados anteriormente.
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Metodologia e resultados
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3. METODOLOGIA E RESULTADOS
Os resultados obtidos neste trabalho e a metodologia empregada serédo
apresentados na sequéncia, sob a forma de um artigo cientifico publicado na revista

Neurochemichal Research.
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Discusséo, Conclusdes, Perspectivas e Anexos
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4. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Concentraces elevadas de AACR e seus CACR no sangue, no liquor e na urina
sdo caracteristicas bioquimicas da DXB, devido a deficiéncia na atividade do complexo
enzimatico da desidrogenase dos a-cetodcidos de cadeia ramificada. Os pacientes
apresentam diversos sintomas, incluindo crises de descompensacdo metabolica,
convulsdes e atraso no desenvolvimento psicomotor e deficiéncia mental (Chuang e
Shih, 2001). O tratamento é principalmente dietético (Strauss et al, 2010) e de dificil
aderéncia pelos pacientes, principalmente adolescentes e mulheres (Kemper et al, 2010).

Considerando que um grande nimero de pacientes com EIM estdo alcancando a
idade adulta em condi¢bes reprodutivas (Radomyska, 2003), neste trabalho
investigamos o efeito da sobrecarga de L-leucina a ratas Wistar durante a gravidez e a
lactacdo sobre a prole e o possivel efeito preventivo da coadministracdo de creatina e
piruvato. Deve-se salientar que nosso modelo ndo reproduz de maneira fidedigna a
doenca, pois ndo temos, neste caso, a inibicdo da enzima como acontece na DXB.

Inicialmente, foi avaliado se a administracdo de leucina poderia provocar
alteracbes em alguns parametros de estresse oxidativo em cértex e hipocampo da prole
aos 21 dias de vida.

Neste trabalho, foi observado um aumento da geracdo de ER, através do
aumento da oxidagcdo do DCFH em cortex cerebral dos filhotes das ratas que receberam
leucina. Além disso, os niveis de TBA-RS também estavam aumentados, sugerindo que
a leucina provoca lipoperoxidacdo. A coadministracdo de creatina e piruvato impediu a
lipoperoxidagéo induzida pela administragédo de leucina somente no cortex cerebral.

O conteudo de carbonilas e de grupos tidis sdo medidas de dano oxidativo as
proteinas (Reznick e Packer, 1994; Stadtman e Levine, 2003). Essas medidas, no cortex

cerebral dos filhotes ndo foram alteradas pela administracdo de leucina, sugerindo que,
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diferentemente dos lipideos, as proteinas ndo foram afetadas pelo aumento das ER. No
entanto, a administragdo de leucina reduziu os niveis de GSH sugerindo que este
potente antioxidante endogeno foi utilizado para combater as ER, protegendo as
proteinas dos danos. A prevengdo da diminuicdo de GSH pela coadministracdo de
creatina e piruvato reforca esta interpretacdo. No hipocampo, o contetdo total de
sulfidrilas diminuiu pela administragdo de leucina e a associagdo de creatina e piruvato
preveniu este efeito, sugerindo que as defesas antioxidantes no hipocampo foram menos
eficazes do que no cértex cerebral.

Dentre os antioxidantes, as enzimas catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx)
e superoxido dismutase (SOD) apresentam um importante papel na remocéo das ER. A
SOD catalisa a reacdo de dismutacdo de dois radicais superdxidos a peroxido de
hidrogénio (H,0,), e é chamada de defesa priméria contra o estresse oxidativo, visto
que o superdxido é uma molécula bastante reativa, sendo um forte iniciador de reacdes
oxidativas em cadeia (Marklund, 1985). O H,0, formado é menos reativo que 0
superdxido e, posteriormente, pode ser removido por outras enzimas como a CAT e a
GPx.

A CAT catalisa a decomposi¢do direta do H,O, em duas moléculas de &gua e
uma de oxigénio molecular e é extremamente sensivel ao ataque de ER (Aebi, 1984). Ja
a GPx catalisa a reacdo de degradacédo de varios peroxidos, principalmente peroxido de
hidrogénio e hidroperdxidos organicos. Para isso, ela utiliza o grupamento sulfidril da
glutationa reduzida (GSH) para formar glutationa oxidada (GSSG).

Neste trabalho pode-se observar que as enzimas antioxidantes CAT, GPx e SOD
tiveram suas atividades significativamente reduzidas no cértex cerebral da prole das
ratas que receberam leucina. J& no hipocampo, somente a GPx e SOD tiveram

atividades diminuidas.
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A inibicdo das trés enzimas sugere a formacdo de superoxido e peroxidos em
funcdo do aumento da oxidacdo do DCFH, TBARS, GSH e contetdo de sulfidrilas
totais. A coadministracdo de creatina e piruvato preveniu a inibicdo da atividade da
SOD e da CAT, mas ndo da GPx no cortex cerebral. No entanto essa associagdo nédo
impediu a inibigdo dessas enzimas no hipocampo.

Em resumo, a administracdo de leucina induziu a formagdo de ER, que
promovem o0 estresse oxidativo, e a diminuicdo das defesas antioxidantes. A
coadministracé@o de creatina e piruvato preveniu parcialmente os efeitos provocados pela
administracdo de leucina a ratas Wistar sobre parametros de estresse oxidativo na prole.

Com base nesses resultados, sabendo que enzimas que contém grupos tidis,
como a PK, CK e AK sdo sensiveis ao estresse oxidativo (Gilbert, 1984) e que elas
participam da rede de fosforiltransferéncia (Saks et al., 2006), foram avaliadas as
atividades dessas enzimas em coOrtex e hipocampo da prole aos 21 dias de vida.

A administracdo de leucina inibiu a atividade da CK citosélica e mitocondrial
nos dois tecidos estudados, enquanto que a atividade da AK aumentou nesses mesmos
tecidos. A atividade da PK aumentou no cértex cerebral, mas ndo no hipocampo. Estes
resultados ja eram esperados, visto que a diminuicdo na atividade de uma ou mais
enzimas da rede de fosforiltransferéncia pode promover o0 aumento na atividade de uma
ou mais enzimas, na tentativa de preservar a homeostase energetica celular (Dzeja e
Terzic, 2003; Pucar et al., 2004; Alekseev et al., 2012). A coadministragédo de creatina e
piruvato ndo preveniu as alteracbes nas atividades enzimaticas. E possivel que a
prevencdo parcial do estresse oxidativo pela coadministracdo de creatina e piruvato ndo
tenha sido suficiente para prevenir as alteracGes causadas pela administracéo de leucina

na rede de fosforiltransferéncia.
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A rede de fosforiltransferéncia contribui para que haja uma eficiente
comunicacdo energeética intracelular, mantendo o equilibrio entre o consumo e a
producdo de ATP, preservando as células em condigdes de estresse metabdlico (Dzeja et
al., 2009; Alekseev et al., 2012). Portanto, é possivel levantar a hipdtese de que o
estresse oxidativo associado a deficiéncia da rede de fosforiltransferéncia pode
prejudicar o funcionamento cerebral, alterando a homeostase energética.

Neste estudo, foi demonstrado pela primeira vez que a sobrecarga de leucina
materna altera alguns importantes pardmetros de estresse oxidativo e da rede de
fosforiltransferéncia no cortex cerebral e no hipocampo da prole. Além disso, a
coadministracdo de creatina e piruvato foi capaz de impedir parcialmente os efeitos
nocivos da leucina em alguns parametros de estresse oxidativo. No entanto, a creatina e
piruvato ndo foram capazes de prevenir os danos causados pela leucina em enzimas
relacionadas a rede de fosforiltransferéncia.

Se estas alteracGes também ocorrerem em criancas nascidas de mdes DXB, sera
importante que as mulheres com DXB mantenham os niveis de leucina baixos durante a
gravidez e lactacdo para prevenir danos cerebrais nos seus filhos, durante as fases de
desenvolvimento intrauterino e lactagdo. A coadministracdo de creatina e piruvato
parece ser insuficiente para prevenir totalmente os danos cerebrais observados nos

filhotes.
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir:
1- parametros de estresse oxidativo em cortex e hipocampo da prole, aos 21 dias de
vida, de ratas que receberam sobrecarga de leucina encontram-se alterados;
2- a sobrecarga de leucina nas mées alterou a rede de fosforiltransferéncia em cortex e
hipocampo da prole aos 21 dias de vida;
3- a coadministracdo de creatina e piruvato preveniu parcialmente as alteragcdes nos
parametros de estresse oxidativo observadas pela sobrecarga de leucina;
4- a coadministracdo de creatina e piruvato ndo foi eficiente para prevenir as alteragoes

encontradas na rede de fosforiltransferéncia.
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6. PERSPECTIVAS

Avaliar o efeito do processo inflamatdrio em ratas gravidas e lactantes sobre o
efeito da leucina no cortex e hipocampo da prole, avaliando parametros de metabolismo
energético, estresse oxidativo, comportamentais e de desenvolvimento fisico e

neuromotor.
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