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RESUMO

A fenilcetondria (PKU) é um dos erros inatos do metabolismo mais frequentes. Ela é causada
pela deficiéncia na atividade da fenilalanina hidroxilase, levando a acumulacdo de
fenilalanina e dos seus metabolitos no sangue e tecidos. A PKU ou hiperfenilalaninemia
materna ndo tratada pode resultar em prole ndo fenilcetonurica com baixo peso ao nascer e
sequelas neonatais, especialmente microcefalia e deficiéncia intelectual. Os mecanismos
subjacentes a neuropatologia da lesdo cerebral na sindrome da fenilcetonuria materna sédo
pouco compreendidos. No presente estudo, avaliou-se o possivel efeito preventivo da
coadministracdo de creatina e piruvato sobre os efeitos desencadeados pela administracdo de
fenilalanina a ratas Wistar durante a gestacdo e lactacdo em algumas enzimas envolvidas na
rede de fosforil transferéncia no cortex cerebral e no hipocampo da prole aos 21 dias de idade.
A administracdo de fenilalanina provocou diminuicdo do peso corporal, do cortex cerebral e
hipocampo e diminuicdo da atividade da adenilato-cinase e creatina-cinase citosélica e
mitocondria. A coadministracdo de creatina e piruvato foi eficaz na prevencdo destas
alteracdes provocadas por fenilalanina, sugerindo que modificagbes no metabolismo
energético podem ser importantes na fisiopatologia da PKU materna. Se estas alteracdes
também ocorrem na PKU materno, é possivel que a suplementacdo com creatina e piruvato a

dieta restrita em fenilalanina possa ser benéfica para os filhos de méaes fenilcetonduricas.



ABSTRACT

Phenylketonuria (PKU) is the most frequent inborn error of metabolism. It is caused by
deficiency in the activity of phenylalanine hydroxylase, leading to accumulation of
phenylalanine and its metabolites. Untreated maternal PKU or hyperphenylalaninemia may
result in nonphenylketonuric offspring with low birth weight and neonatal sequelae,
especially microcephaly and intellectual disability. The mechanisms underlying the
neuropathology of brain injury in maternal PKU syndrome 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 phenylalanine administration to female Wistar rats
during pregnancy and lactation on some enzymes involved in the phosphoryltransfer network
in the brain cortex and hippocampus of the offspring at 21 days of age. Phenylalanine
administration provoked diminution of body, brain cortex an hippocampus weight and
decrease of adenylate kinase, mitochondrial and cytosolic creatine kinase activities. Co-
administration of creatine plus pyruvate was effective in the prevention of those alterations
provoked by phenylalanine, suggesting that altered energy metabolism may be important in
the pathophysiology of maternal PKU. If these alterations also occur in maternal PKU, it is
possible that pyruvate and creatine supplementation to the phenylalanine-restricted diet might

be beneficial to the children born from phenylketonuric mothers.
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1. INTRODUCAO

1.1. Erros inatos do metabolismo

O termo “erro inato do metabolismo” foi cunhado pelo médico inglés Archibald
Garrod em 1908. Especialista no estudo de doencas hereditarias do metabolismo, ele
formulou a hipotese de que 0s genes seriam responsaveis pela producdo das enzimas, hipotese
esta descrita no livro cléssico Inborn Errors of Metabolism, de 1909. Garrod observou em
seus pacientes que doencgas como a alcaptonuria, cistinuria, pentosuria e albinismo ocorriam
em varios membros de uma mesma familia e que os casos eram mais frequentes tratando-se
de filhos de pais consanguineos, mesmo que estes nao apresentassem a doenca. Com base nas
leis de Mendel o conjunto de observacbes levou-o a propor um modelo de heranca
autossdmica recessiva (Scriver 2001). E valido ressaltar que a relacdo entre os aspectos
bioquimicos e genéticos pode ser mais bem esclarecida apenas em 1941, quando Beadle et al.
propuseram a hipotese “um gene - uma enzima”, considerando que todoS 0S processos
bioquimicos do organismo ocorrem sob controle génico e, portanto, mutacdes génicas
levariam a rotas bioquimicas deficientes (Beadle et al. 1941).

Em grande parte sdo doencas que afetam todo o organismo e podem se manifestar em
qualquer faixa etaria. Quanto a sintomatologia e manifestacdes clinicas, estas podem ser
variadas e inespecificas nos individuos conforme a rota metabolica envolvida e o tecido
afetado. Os sintomas variam desde brandos ou nulos até graves e incapacitantes, podendo
levar a morte neonatal ou a sérios prejuizos ao sistema nervoso central (SNC), sendo que
alteracdes do desenvolvimento do SNC constituem os aspectos clinicos mais comuns nos EIM
(Mlsinger et al. 2010, Gropman 2012).

Os erros inatos do metabolismo (EIM) sdo um grupo fenotipica e geneticamente

heterogéneo de desordens causadas por um defeito em uma via metabolica, levando ao mau
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funcionamento do metabolismo de determinado substrato e/ou a acumulacdo de metabolitos
intermediarios toxicos. Até o momento, mais de 1000 EIM diferentes foram identificados.
Embora individualmente raros, a incidéncia cumulativa dos EIM tem demonstrado ser de
aproximadamente 1 em 800 nascidos vivos. Os EIM estdo presentes em todos os grupos
étnicos e em todas as épocas e representa cerca de 10% de todas as doencas genéticas (Mak et

al. 2013).

1.2. Fenilcetondria e Hiperfenilalaninemia

1.2.1. Historico

A fenilcetonaria foi a primeira doenca metabdlica hereditaria da qual o background
bioquimico foi compreendido e tratamento foi disponibilizado. A incidéncia desse erro inato
do metabolismo de aminoéacidos € de aproximadamente 1 em cada 10.000 nascidos vivos.

Em 1934, Folling mostrou que dois irmaos com idades entre 4 e 7 anos com retardo
mental grave excretavam grandes quantidades de corpos fenilcetnicos através da urina (van
Spronsen 2010). Ele chamou a condi¢ao de “oligofrenia fenilpiriivica”, ndo muito tempo
depois renomeando a condigdo como ‘“fenilcetonuria”, alusdo ao subproduto incomum
encontrado na urina (Scriver 2007). O método de Folling consistia de um teste usando cloreto
férrico, ocorrendo mudanca de coloracdo quando na presenca de corpos fenilcetdnicos
(Folling et al. 1958). Na época, testes utilizando esse método foram realizados em outras
criangas com retardo mental, dentre as quais 8 revelaram casos semelhantes ao dos irmaos
estudados por Folling (Scriver 2007). Hipotetizando uma associagéo entre retardo mental e a
excrecdo de fenilpiruvato na urina, Folling denominou a desordem de “imbecilidade

fenilpirtvica” (Penrose et al. 1937).
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Nas proximas duas décadas, os pesquisadores descobriram que a atividade da enzima
fenilalanina hidroxilase hepatica (PAH), que catalisa a conversao de fenilalanina em tirosina,
é deficiente na fenilcetonuria, e que esta deficiéncia resulta em concentra¢6es muito elevadas
de fenilalanina no sangue e tecidos de individuos afetados por essa desordem metabolica,
chegando a niveis toxicos para o cérebro (van Spronsen 2010). O defeito metabdlico foi
detectado por Jervis, em 1947, que mostrou que a Phe proveniente da dieta ndo era convertida
em tirosina (Tyr) nos pacientes afetados pela desordem (Jervis 1947). Ja o sistema enzimatico
foi descrito em 1952 por Udenfriend e Cooper (Udenfriend et al. 1952). Também foi
demonstrado que o feno6tipo metabdlico PKU pode ser tratado por meio de restricdo dietética
de fenilalanina, com o potencial de prevenir o retardo mental (Bickel 1954, Bickel et al.
1954).

Um grande avanco no tratamento da fenilcetondria ocorreu com a restri¢do da ingestao
de Phe, o que ndo sé diminuiu a concentracdo de fenilalanina no sangue, mas também
promoveu melhoras no quadro clinico apresentado pelos pacientes PKU. Este efeito
substancial de restricdo alimentar é devido ao fato de que Phe é um aminoéacido essencial, esta
ndo é sintetizada no organismo humano e, portanto, a concentracdo da Phe no sangue €
determinada principalmente pela ingestdo e o equilibrio entre a sintese de proteinas e
catabolismo (van Spronsen 2010).

Na década de 1960, o pediatra canadense Robert Guthrie desenvolve um teste de
laborat6rio simples, compativel com a realizacdo de triagem populacional em recém-nascidos
(Guthrie et al. 1963). Logo surgiram programas de triagem neonatal, implantados em todo o
mundo, com o objetivo de diagnosticar precocemente e tratar pacientes portadores de PKU,
evitando o retardo mental. A PKU tornou-se um prototipo para triagem genética em
populacbes humanas (Thalhammer 1975). No Brasil, a triagem neonatal teve inicio em 1976,

quando o Prof. Benjamin Schmidt criou o projeto pioneiro de triagem neonatal para
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fenilcetondria na Associacdo de Pais e Amigos dos Excepcionais de Sdo Paulo (APAE-SP)
(de Carvalho et al. 2007).

Em 1963 um estudo realizado por Kaufman demonstrou a participacdo do cofator
tetraidrobiopterina (BH,) na reacéo catalisada por PAH (Kaufman 1963), o que abriu caminho
para o estudo de outras formas de acumulacdo de fenilalanina, estas inicialmente chamadas de
“hiperfenilalaninemia (HPA) maligna” (Danks et al. 1978). A descoberta de uma nova forma
de PKU revelou desordens tanto na sintese como na reciclagem de BH,.

Nos anos 1980 o gene codificador de PAH foi clonado e mapeado no cromossomo 12,
e a sequencia genémica da fenilalanina-hidroxilase humana foi determinada (Lichter-Konecki
et al. 1988).

Em 1996 foi estabelecido o PAH Mutation Analysis Consortium Database, realizando
analises de mutacao em pacientes PKU de diversas popula¢Ges humanas (Hoang et al. 1996).
Ainda nos anos 1990, a enzima PAH foi cristalizada e sua estrutura molecular descrita,
tornando a modelagem molecular das mutacdes possivel (Erlandsen et al. 1999).

Os estudos mais recentes na terapéutica da PKU consideram o uso da enzima exdgena
fenilalanina-amonia-liase (PAL), que promove a deplecdo de Phe através de uma reacdo que
produz aménia, porém em niveis ndo ameacadores para 0 SNC, e terapia génica, tendo como
alvo promover a conformacéo correta de PAH, uma vez que se sabe que grande parte da
disfuncdo da enzima se deve a um defeito na etapa de conformacdo tridimensional na sintese

da mesma (van Spronsen 2010).

1.2.2. Deficiéncia de fenilalanina-hidroxilase e classificacdo das hiperfenilalaninemias

1.2.2.1 Fenilalanina-hidroxilase

O gene da fenilalanina-hidroxilase humana esta localizado no cromossomo 12g23.2,

contém aproximadamente 171kb e 13 éxons. O DNA funcional contém aproximadamente 2,4
14



kb e codifica a sintese de um peptideo de 452 aminoéacidos, cuja sequéncia € quase idéntica a
da PAH, indicando uma pequena modificacdo pos-traducional (Lidsky et al. 1985). HPA
humana pode ser causada por mais de 500 mutagdes do “lécus” na PAH, que resultam na
PKU, ou por varias mutagdes em outros “loci” que afetam a sintese e regeneragdo de BHy,
resultando em uma HPA ndo PKU (Scriver CR 2001). Estruturalmente, a PAH € uma enzima
tetramérica formada por subunidades de 50kDa. Cada subunidade é composta de um dominio
N-terminal regulador, um dominio central catalitico e um dominio C-terminal de

oligomerizacdo (Figura 1) (Fusetti et al. 1998, Kobe et al. 1999).

Figura 1: Estrutura tridimensional da fenilalanina-hidroxilase

Catalytic

Regulatory

domalt Oligomerization

domain

Adaptado de Flydal and Martinez, 2013.

A PAH é a enzima que catalisa a conversdo de Phe a Tyr através de uma reacdo de
para-hidroxilagcdo da cadeia lateral aromética de Phe. Nos mamiferos, esta reacdo dependente
de BH,4 é o passo inicial e limitante na degradacdo do excesso de Phe proveniente de proteinas

na dieta, no qual a Tyr é degradada a produtos que sdo metabolizados no ciclo dos &cidos
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tricarboxilicos (TCA) (Flydal et al. 2013). O metabolismo alternativo de Phe por
descarboxilacdo ou transaminacdo produz varios metabolitos que sdo excretados na urina

(Figura 2) (Scriver CR 2001).

Figura 2: Reacdo da fenilalanina-hidroxilase e o completo catabolismo de fenilalanina
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Rota em preto: catabolismo de Phe; em azul: metabolismo anormal de Phe na PKU. Adaptado

de Flydal and Martinez, 2013.

A L-fenilalanina (L-Phe) é um aminoéacido nutricionalmente essencial e indispensavel
a sintese proteica em tecidos de mamiferos. Normalmente, 75% da Phe é convertida em Tyr
por hidroxilacdo e 25% ¢é incorporada a proteinas (McGee et al. 1972). Para alcancar este
duplo papel de conservar as quantidades necessarias a sintese proteica e remover 0 excesso de

L-Phe, a PAH de mamiferos desenvolveu varios mecanismos de regulacdo e uma estrutura
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especifica através da qual as propriedades reguladoras sdo exercidas através de fosforilagéo,
cofator BH,4 e Phe (Flydal et al. 2013).

O cofator BH, exerce um efeito regulador inibitorio sobre PAH, que se manifesta
como uma estabilizacdo de um estado tenso (T), por sua vez revertido por ativacdo promovida
por L-Phe. A atividade da PAH, quando analisada na presenca de BH4, pode ser observada
através de incubacdo com L-Phe, respondendo com cooperatividade positiva com o0 aumento
das concentracOes de substrato. A necessidade de finos ajustes conformacionais para a
ativacdo alostérica de PAH por Phe pode ser observada pelo declinio de cooperatividade
positiva utilizando o mesmo ensaio, porém empregando enzimas PAH mutantes, associadas a
PKU, que ainda mantém a estrutura tetramérica (Fusetti et al. 1998). Os modelos atuais para
explicar a regulacdo alostérica positiva através de L-Phe descrevem a transicdo do estado T,
menos ativo e com baixa afinidade para o ligante, para um estado relaxado (R), mais ativo e
de alta afinidade pelo ligante. O mecanismo desta ativacdo ainda ndo € compreendido e ndo
ha consenso se esta é causada pela ligacdo de L-Phe em um sitio alostérico no dominio
regulador ou no proprio sitio ativo. A fosforilagdo de PAH, estimulada por glucagon através
da ativacdo de proteinas cinases dependentes de adenosina monofosfato ciclico (CAMP),
aumenta a afinidade da enzima por L-Phe e entdo ativa PAH em sinergismo com a ativacao

promovida por L-Phe (Flydal et al. 2013).

1.2.2.2. Classificac¢éo das hiperfenilalaninemias

N&o existe padronizacdo em relacdo a classificacdo das HPA, variando conforme o
local (Blau et al. 2010). Em geral, elas podem ser divididas em HPA-PKU e ndao PKU.
Existem diversas formas de se fazer esta classificagdo, as mais utilizadas levando em
consideracdo os niveis de Phe sanguineos no momento do diagnostico, em vigéncia de dieta

normal (Levy et al. 2007), ou a atividade residual de PAH, medida através de bidpsia do
17



figado dos pacientes. Atividades residuais de até aproximadamente 1% sdo compativeis com
PKU classica, ao passo que em torno de 35% de atividade enzimatica é classificada como
HPA ndo PKU (Blau et al. 2003). Neste trabalho considerou-se a classificacao feita com base
nas concentracdes plasmaticas de Phe, como segue:

a) Hiperfenilalaninemia ndo PKU: condicdo na qual os niveis de Phe no sangue
permanecem entre 2 e 6 mg/dl (120 — 360 pmol/l) em dieta normal, sem prejuizo ao paciente;

b) Hiperfenilalaninemia transitoria: condicdo transitoria causada pela imaturidade
temporaria de PAH, caracterizada por niveis plasmaticos de Phe elevados logo ap6s o
nascimento que se normalizam apds poucas semanas de vida pds-natal;

¢) Fenilcetonuria atipica: os niveis de Phe plasmaticos ficam em torno de 6 a 20 mg/dl
(360 — 1200 pmol/l);

d) Fenilcetondria classica: condicdo causada pela deficiéncia da PAH na qual os niveis
plasmaticos de Phe sdo comumente superiores a 20 mg/dl (1200 pumol/l)(Scriver CR 2001).

A fenilcetonlria materna é uma sindrome teratogénica considerada a parte, dada suas
particularidades que implicam consequéncias ao feto, e ndo a mae portadora de PKU (Levy

2003).

1.2.2.3. Aspectos clinicos e fisiologicos

Os pacientes fenilcetonaricos sdo normais ao nascimento, contudo, em casos nao
diagnosticados ao nascimento, os problemas neuroldgicos surgem nos primeiros meses de
vida em decorréncia da dieta inadequada. A deficiéncia de PAH ndo tratada apresenta-se
clinicamente como um grupo de sintomas variavel, entre eles: microcefalia, anormalidades
vistas em eletroencefalograma (EEG) e em imagens de ressonancia magnética (MRI), eczema,

dificuldades motoras e de comunicacdo, hipopigmentacdo dérmica, atraso do
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desenvolvimento psicomotor, convulsdes, hiperatividade, baixos escores em testes de QI e em
testes de atencdo, agressividade, hipotonia muscular, tremores, hipoplasia dentaria,
descalcificacdo de 0ssos longos e retardo do crescimento. O quadro clinico € inespecifico e o
conjunto de sinais particulares de cada caso estando diretamente relacionado as concentracdes
sanguineas de Phe (Anastasoaie et al. 2008, Hartnett et al. 2013).

Em uma avaliacdo clinica completa distirbios emocionais e comportamentais tambeém
devem ser considerados. Problemas como ansiedade, depressdo e isolamento social vém
sendo relatados em pacientes PKU e, talvez, exista alguma relacdo entre estes e a deficiéncia
de PAH (Cappelletti et al. 2013).

Do ponto de vista fisiopatoldgico, as elevacdes de Phe provavelmente ndo causam
diretamente os sintomas psiquiatricos; ha trés mecanismos possiveis através dos quais niveis
elevados de Phe afetam indiretamente as funcBes cerebrais, incluindo anormalidades na
formacdo da mielina, competicdo no transporte de aminoacidos através da barreira hemato-
encefélica, e reducdes de neurotransmissores (Huttenlocher 2000, Surtees et al. 2000).

Em termos de anormalidades de mielina, o excesso de Phe pode inibir o
desenvolvimento da mielina. Imagens de ressondncia magnética (MRI) documentam uma
associagdo entre niveis elevados de Phe e reducdo de mielina. Embora o mecanismo pelo qual
Phe afeta mielina ndo esteja claro, a mielinizagdo apresenta-se atrasada em criangas com PKU
ndo tratadas, e ocorre desmielinizacdo em adultos PKU que interrompem o tratamento
dietético (Scarabino et al. 2009).

A Phe compartilha de um sistema de transporte através da barreira hemato-encefalica
comum a outros aminoacidos essenciais. Quando Phe esta elevada, quantidades normais de
outros aminoacidos, tais como tirosina e triptofano, ndo conseguem chegar ao cérebro. A

tirosina e o triptofano sdo precursores de neurotransmissores, dopamina e serotonina,
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respectivamente, e consequentemente ocorre prejuizo na sintese destes (Pardridge et al. 1986,
Burlina et al. 2000).

Além da perturbacdo da homeostase de neurotransmissores, evidéncias sugerem que
os niveis elevados de Phe interferem no metabolismo energético cerebral. Ainda ndo esta
claro se o impacto de elevacdes de Phe no metabolismo energético cerebral contribui para os
graves disturbios de desenvolvimento do SNC em individuos com fenilcetonuria néo tratada.
No entanto, tais achados estimulam novas tentativas de investigar o papel do metabolismo

energético na fisiopatologia da PKU (Pietz et al. 2003).

1.2.2.4. Diagnostico e tratamento

Atualmente, para quase todos os pacientes com PKU, o diagnostico e o inicio do
tratamento resultam da triagem neonatal, ndo da observacao de sintomas clinicos. O teste do
pezinho em recém-nascidos detecta PKU, possibilitando iniciar o tratamento dietético antes
de 10-14 dias de idade, antes que sintomas clinicos aparecam (van Spronsen 2010). O
diagnostico das HPAs é feito com base na elevada concentracdo sanguinea de Phe em
repetidas amostras de sangue. O limite superior de referéncia para Phe em sangue total ou
plasma é menor que 150 umol/l e levemente menor, 120 pumol/l, em criancas mais velhas. O
diagnostico pode ser confirmado pela determinacdo fluorimétrica de Phe no soro ou ainda por
cromatografia de troca ibnica através de analisadores de aminoacidos ou por cromatografia
liquida de alta eficiéncia. Quando o paciente ndo responde bem a restricdo dietética de Phe,
deve-se realizar o diagnoéstico diferencial para desordens de sintese e reciclagem de BH,4. Os
pacientes que tém uma deficiéncia de BH, normalmente ndo necessitam de uma dieta restrita

em Phe, mas ao invés disso requerem a administragdo oral de BH,, levodopa (L-DOPA) e de
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5-hidroxitriptofano e tém, em geral, um progndstico que é pior que o de fenilcetondria
classica, mesmo quando o diagndéstico € precoce e o tratamento é correto (Zurfluh et al. 2005).

Atualmente o tratamento dietético deve atender aos seguintes niveis de Phe no sangue:
do nascimento aos 8 anos de idade, recomenda-se que Phe permaneca entre 100 e 350 pumol/I
e a partir de entdo os niveis devem ser mantidos abaixo de 700 pmol/l (van Spronsen et al.
2010).

Na pratica, a adesdo a dieta é complicada. Phe é um aminoacido que esta presente em
praticamente todas as proteinas existentes naturalmente. Ndo poder consumir qualquer tipo de
carne, peixe, leite, queijo, ovos, nozes, sementes, alimentos com farinha, soja ou tofu é
socialmente dificil, bem como a proibicdo de consumir legumes ricos em proteinas sem
prévio calculo da concentracdo de Phe ou a carga de proteina natural presentes nesses
alimentos. Mesmo quando os pacientes se tornam adultos, alguns ainda necessitam de
equilibrar o consumo de proteinas naturais (Lammardo et al. 2013).

Os individuos com PKU sédo fortemente aconselhados a consumir os substitutos de
proteina pelo menos trés vezes por dia. Entretanto, apesar da evolugdo no que diz respeito a
sabor e aroma, essas misturas fabricadas quimicamente nunca irdo atingir o status de comida
“normal” (Lammardo et al. 2013).

Nos ultimos anos, novas estratégias de tratamento tém surgido ou estdo sendo
desenvolvidas, incluindo suplementos alimenticios mais palataveis, glicomacropeptideos
(Ney et al. 2009) e utilizacdo de aminoacidos neutros (LNAA) (van Spronsen et al. 2010).
Além disso, ha ensaios clinicos de uma abordagem terapéutica enzimatica envolvendo a
fenilalanina-aménia-liase (PAL) e estudos pré-clinicos em terapia genética com chaperonas
em andamento. Estas novas estratégias terapéuticas tém como alvo a Phe ingerida quando esta

chega ao trato intestinal, no caso da PAL, ou promover a conformacédo adequada de PAH com
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chaperonas farmacoldgicas, com potencial para melhorar ainda mais a evolucdo do tratamento

da fenilcetonuria (Sarkissian et al. 2005, Underhaug et al. 2012).

1.3. Fenilcetondria e hiperfenilalaninemia materna

Gracas a triagem de rotina po6s-natal para a fenilcetonudria mais casos desta doenca tém
sido descobertos e tratados (Guthrie et al. 1963, Matalon et al. 1991). Desde entdo, a
deficiéncia intelectual tem sido prevenida em um ndmero substancial de pacientes.
Consequentemente, um numero crescente de mulheres com diagndstico de fenilcetonuria ou
hiperfenilalaninemia chega a idade reprodutiva com desenvolvimento intelectual e social
comparavel ao de pessoas ndo portadoras de HPA/PKU (Radomyska 2003, Chien et al. 2004).
Entretanto, porque apenas poucos efeitos indesejaveis devidos a elevadas concentragdes de
fenilalanina persistem ap6s a adolescéncia, muitas mulheres ndo continuam sua dieta
(Potocnik et al. 1994, Burgard 2000). Este problema é ha muito reconhecido (Hyanek et al.
1979), bem como a importancia do tratamento pré-natal em prevenir danos ao feto (Matalon
et al. 1986). No entanto, as conquistas ainda ficam aquém das expectativas, ja que ainda é
preciso aprender a identificar, orientar e tratar de mées portadoras de HPA, de forma a
proteger o feto em risco (Kirkman 1982, Campbell et al. 2003).

A observacao de retardo mental em cinco filhos de uma mulher com diagndstico de
fenilcetondria mal controlada (PKU) foi o primeiro relato da hipétese de que o metabolismo
anormal da fenilalanina durante a gravidez poderia levar a deficiéncia de desenvolvimento em
proles ndo portadoras de PKU. A condicdo apresentada por criangas nascidas de mulheres
com PKU mal controlada recebeu a confusa denominacdo de PKU materna, embora aplique-

se a crianca. Estudos subsequentes mostraram claramente a relacdo entre niveis de
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fenilalanina persistentemente elevados no plasma de mées e as anomalias congénitas e
deficiéncia de desenvolvimento resultante na prole (Andersson 2013).

Malformacdes congénitas sdo conhecidas por resultar de influéncias genéticas ou
ambientais ou, ainda, uma combinacdo destes fatores, chamada determinacdo multifatorial.
Malformacdes podem ser Unicas ou multiplas e podem ser graves ou leves. Anomalias
menores podem ser por vezes consideradas sem significado clinico, no entanto, sua presenca é
alerta para se procurar identificar anomalias mais graves. Acredita-se que o efeito de qualquer
teratogénico esteja intimamente relacionado com o tempo e grau de exposicdo durante
periodos criticos do desenvolvimento embrionario. Embora periodos especificos da gestacao
possam refletir o momento mais sensivel para um determinado sistema, o desenvolvimento
estrutural e funcional pode se estender bem além do periodo critico. E de se esperar que 0s
efeitos sobre alguns sistemas possam se acumular por toda a gravidez.

Os erros inatos do metabolismo podem interagir nos processos de reproducdo humana
(Radomyska 2003, Brassier et al. 2012) de diversas maneiras: a) podem causar infertilidade,
b) a gravidez pode afetar o controle metabdlico materno, ¢) um defeito metabdlico fetal pode
afetar a gravidez, e d) um fen6tipo metabdlico materno pode afetar o desenvolvimento fetal.
A hiperfenilalaninemia pertence a este Gltimo grupo.

A HPA materna é nociva ao embrido e ao feto porque é uma forma de teratogénese
metabdlica (Leonard 1986) e, como tal, parece-se com a sindrome alcodlica fetal (Costa et al.
2002) e tem efeitos semelhantes aqueles provocados pelo diabetes mellitus materno.

A HPA ou PKU materna ndo tratada durante a gravidez pode levar a chamada
sindrome de fenilcetondria materna no recem-nascido. Esta sindrome consiste de baixo peso
ao nascimento, microcefalia, doenca cardiaca congénita, deficiéncia intelectual ou de
desenvolvimento mental e dismorfismo facial (Rouse et al. 2000). A realizacdo de ultra-

sonografia fetal no primeiro trimestre ira detectar a idade gestacional e determinar se a
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gravidez ¢é viavel, além de aspectos relevantes para o aconselhamento e tratamento da
gestante; no segundo trimestre é possivel detectar doenca cardiaca congénita, mas nao
microcefalia (Levy et al. 1996). A HPA materna pode causar hipoplasia do corpo caloso no
feto, mas as alteragdes na substancia branca cerebral vistas na PKU pds-natal estdo ausentes
(Levy et al. 1996).

Para uma melhor compreensao das anomalias presentes na sindrome da fenilcetonuria
materna € importante esclarecer alguns parametros utilizados na identificacdo de
caracteristicas relacionadas a teratogénese: é considerado como baixo peso ao nascer o limite
< 2,5 kg; microcefalia ¢ definida como um perimetro cefalico < 32 cm; ¢ considerado retardo
mental um QI abaixo de 80; aborto espontaneo é definido como interrupcéo espontanea de
gravidez no primeiro trimestre e dismorfia facial refere-se a anomalias faciais do nariz, testa,
mandibula, palato ou olhos. (Prick et al. 2012).

N&o ha duvida de que a HPA materna ndo tratada é um perigo global para o feto, no
entanto ha limites para efeitos particulares: um limiar de 900 uM/I para doenca cardiaca
congénita e um possivel limite no nivel de 400 uM/l para reducdo do desenvolvimento
cognitivo (Levy et al. 1994). Por outro lado, parece haver um efeito dose-dependente linear
sobre a circunferéncia da cabeca comecando com as menores elevacdes de fenilalanina no
sangue materno (Drogari et al. 1987). Um estudo realizado levando em consideragédo com 524
gestacBes de 155 mulheres portadoras de HPA correlacionou os niveis de fenilalanina
maternos com as anomalias presentes nos recém-nascidos (Tabela 1). Filhos de mulheres que
mantiveram os niveis de Phe abaixo de 600 umol/l apresentaram taxas de doenca cardiaca
congénita, microcefalia, e baixo peso ao nascer significativamente inferiores as observadas
em individuos nascidos de gestacdes nas quais 0s niveis de Phe materno ndo foram

controlados (Lenke et al. 1980).

24



Essas anormalidades observadas na prole de mulheres portadoras de HPA ou PKU

estdo relacionadas ndo somente aos niveis plasmaticos de Phe, mas, como mencionado

anteriormente, aos periodos gestacionais em que os niveis de Phe encontram-se exacerbados

(Lee et al. 2005, Prick et al. 2012). O periodo critico para o desenvolvimento do sistema

nervoso central, cranio e coracdo € de 5 a 8 semanas do ultimo periodo menstrual da mée.

Consequentemente, se uma mulher gravida com PKU néo esta controlando sua dieta antes da

quinta semana, os niveis de Phe no sangue estdo aumentados, atravessam a placenta e entram

na circulacdo do feto (Rimoin et al. 2007).

Tabela 1: Percentual de gestacbes em mulheres portadoras de fenilcetondria ou

hiperfenilalaninemia afetadas com complicacdes da sindrome da fenilcetondria materna,

agrupadas por niveis séricos de Phe

Nivel materno de Phe (umol/l)

>1200 901 -1199 601 - 900 180 - 600
Complicacbes
Retardo Mental 92 73 22 21
Microcefalia 73 68 35 24
Doenca cardiaca congénita 12 15 6 0
Peso ao nascer < 2,5 Kg 40 52 56 13
Aborto espontaneo 24 30 18 8

Adaptado de Lenke and Levy, 1980.

1.3.1. Patogénese da Sindrome da Fenilcetoniria Materna
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As hipoOteses a respeito da patogénese envolvida na fenilcetoniria materna
concentraram-se no transporte placentario de aminoacidos. Alguns dados indicam que a
fenilalanina compartilha o sistema de transporte ativo placentario utilizado por aminoacidos
neutros (Kudo et al. 1990). Existem poucas evidéncias experimentais quanto ao transporte
placentario de aminoacidos; sabe-se que, durante a gravidez, a placenta seleciona
naturalmente as concentraces mais elevadas de aminoacidos, incluindo Phe. Assim, 0s niveis
de Phe sdo amplificados (1,5 a 2 vezes), o que multiplica os efeitos teratogénicos no feto em
desenvolvimento (Rimoin et al. 2007).

Um excesso de fenilalanina é prejudicial para o embrido, provavelmente através dos
mesmos mecanismos que tal excesso torna prejudicial para o sistema nervoso central do ser
humano em desenvolvimento pos-natal. O efeito da fenilalanina no feto é totalmente
dependente da HPA materna e seu transporte através da placenta; o feto parece ndo ter
capacidade de alterar o nivel de fenilalanina, apesar das evidéncias in vitro da atividade PAH
quase completa logo na décima terceira semana de gestacdo. Isso explica a falta de uma
diferenga de efeito teratogénico entre o feto com PKU e o feto heterozigoto ndo PKU (Scriver
CR 2001).

Estudos sugerem que os efeitos danosos ao feto provocados por altos niveis de Phe
ndo se devem a acumulacdo de metabolitos derivados da propria fenilalanina (Gardiner 1990),
ja que esses seriam aparentemente inofensivos para o feto (Dorland et al. 1993). Entre os
provaveis mecanismos para o efeito estd a concorréncia entre a fenilalanina e outros
aminoacidos para absorcdo pelos tecidos fetais e, talvez, pela placenta. Entretanto, ha
pesquisas afirmando o oposto, que o agente toxico na fenilcetonuria materna é provavelmente
um metabolito de fenilalanina, tal como o &cido fenilacético ou feniletilamina, ou ainda a
combinagdo de metabolitos de fenilalanina, ao invés de somente fenilalanina (Loo et al. 1983,

Denno et al. 1990).
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A despeito de tal controvérsia, € importante considerar a hipdtese que explica a
toxicidade dos altos niveis de Phe para o feto em desenvolvimento através da competicdo por
transportadores; quando ha altas concentracbes de Phe esta satura os transportadores, 0s
mesmos utilizados pelos aminoacidos neutros, ja que estes estdo presentes em concentragdes
normais. Assim, a patogenia pode ocorrer pela toxicidade direta da fenilalanina, e/ou pela
falta de aminoacidos neutros participando da origem das alteragbes na prole de maes
fenilcetondricas (van Spronsen et al. 2009).

Outra ideia sobre patogénese da sindrome da PKU materna deve ser mencionada. Tal
hipdtese argumenta ser a privacao de tirosina, ao invés de excesso de fenilalanina, o evento
patogénico mais importante na PKU (Bessman 1998), uma vez que ha deficiéncia ou auséncia
da hidroxilacdo de fenilalanina a tirosina. No entanto, ndo ha muitas evidéncias dessa teoria
guando se trata de PKU materna (Rohr et al. 1998). De qualquer forma, o objetivo principal
na gestdo da gravidez de mulheres portadoras de HPA ou PKU continua sendo a manutencéo
de niveis seguros de Phe no plasma.

Diversos modelos experimentais tém sido realizados para estudar a patogénese da
HPA materna (Brass et al. 1982, Loo et al. 1983, Kirby et al. 1990), mas muitos destes
utilizam manipulagbes farmacol6gicas que incluem inibidores da fenilalanina hidroxilase
combinados com sobrecarga de fenilalanina para induzir HPA materna. Se os inibidores
podem atingir o feto, o seu préprio efeito ndo pode ser dissociado do efeito de fenilalanina
sozinha. Portanto, o0 modelo mais adequado emprega linhagens de ratos com deficiéncia de
PAH (Cho et al. 2001), nos quais o efeito do nivel de fenilalanina materno pode ser

manipulado através da sobrecarga de Phe, eliminando a interferéncia de inibidores.

1.3.2. Cuidados na Gestacao Hiperfenilalaninemica
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A fenilalanina é transportada através da placenta e resulta em niveis fetais que sdo
mais altos do que os niveis sanguineos maternos. Dados atuais recomendam como meta niveis
Phe maternos de 60-360 pumol/l, apesar de recomendacdes internacionais aconselharem a
manutencdo de Phe < 240 umol/l. Embora estudos tenham mostrado que niveis de Phe de até
100 pmol/l sejam seguros durante a gestacdo, ha preocupacdes de que niveis persistentemente
baixos de Phe materna, especialmente durante o segundo e terceiro trimestres de gravidez,
possam estar associados a um risco aumentado de retardo no crescimento intrauterino
(Teissier et al. 2012). Os efeitos adversos de niveis aumentados de Phe no feto em
desenvolvimento requerem atencao redobrada e intervencfes durante a gestacdo, com énfase
no controle pré-natal. Mulheres que engravidam sem controle adequado de Phe precisardo de
cuidados significativos para atingir niveis Phe dentro da faixa terapéutica recomendada em
tempo habil. Isto pode exigir a intervencdo intensiva, incluindo a internacdo hospitalar, para
iniciar o controle dietético (Brown et al. 2002).

Nem todos os medicamentos e suplementos dietéticos disponiveis para utilizagdo em
individuos com deficiéncia de PAH sdo adequados para utilizacdo durante a gravidez.
Especificamente, aminoacidos neutros ndo sdo recomendados, ja que eles ndo alteram os
niveis de Phe maternos de forma consistente (Austic et al. 1999).

Todos os cuidados pré-natais de rotina sdo recomendados para mulheres com
deficiéncia de PAH. Os niveis maternos de Phe elevados ndo afetam os valores para os testes
de triagem de rotina para outras condic¢des. O crescimento fetal deve ser monitorado ao longo
da gestacdo. A determinacdo precoce da idade gestacional, usando o ultrassom, é
recomendada devido a preocupac¢des quanto ao desenvolvimento intrauterino e a possibilidade
de microcefalia. Um ultrassom de rastreio para anomalias fetais também é recomendado. Uma
ecocardiografia fetal deve ser realizada entre 18 e 22 semanas de gestacdo (Vockley et al.

2014).
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Os requisitos maternos de Phe mudam significativamente ao longo da gestacdo,
necessitando de testes frequentes e de ajustes na dieta. O excesso de restricdo dietética deve
ser evitado. A ingestdo inadequada de proteinas e calorias pode contribuir para 0 aumento dos
niveis Phe maternos. Deve-se controlar a ingestdo de vitaminas e minerais na forma de
vitaminas pré-natais convencionais, ja que os suplementos alimenticios empregados no
tratamento de deficiéncia de PAH podem fornecer um excesso de vitamina A, que é associado
com defeitos congénitos. A diminuicdo da ingestdo de vitamina B12 pode contribuir para um
aumento do risco de doenca cardiaca congénita (Matalon et al. 2003).

As necessidades de Phe materna diminuem apds o parto em relacdo as exigéncias
anabdlicas aumentadas no terceiro trimestre, e o cuidado metabdlico e acompanhamento
nutricional deve continuar. A utilizacdo de suplementos alimentares pode proporcionar o
aumento de calorias e proteinas necessarias para suportar a amamentacdo (640 kcal/dia e 25 g
de proteina/dia). Ndo existem contraindicacdes para a amamentacdo, pois as criang¢as nao
afetadas pela deficiéncia de PAH sdo capazes de metabolizar os niveis Phe ligeiramente mais

elevados no leite materno de sua mée, sem dificuldades (Vockley et al. 2014).

1.4. Cérebro e metabolismo energético

O cérebro é o terceiro 6rgdo em consumo energético no corpo humano, ficando
abaixo, em termos de consumo de energia, somente de musculo e figado. Sob condicGes
fisioldgicas normais, o cérebro obtém a maior parte da energia que consome a partir da
glicose e seus precursores, como glicogénio (Gruetter 2003). Enquanto as necessidades
metabolicas da maioria dos érgdos do corpo estdo intimamente associadas ao tamanho do
corpo, de tal modo que o gasto metabdlico relativo de cada 6rgdo depende do seu tamanho

relativo, as necessidades metabdlicas de cérebros de mamiferos sdo variaveis: excluindo seres
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humanos, o gasto energético relativo do cérebro de vertebrados varia entre 2 e 10% de toda a
energia empregada pelo organismo. Isto se atribui, em parte, a grande variacdo no tamanho
relativo do cérebro entre espécies diferentes, e em parte a elevada atividade metabdlica do
cérebro, independentemente do estado comportamental do animal. Em contraste, o cérebro
humano, que corresponde a 2% da massa corporal, consome cerca de 20% de toda a energia
do corpo (Herculano-Houzel 2011). Com tais consideracfes, € plausivel assumir que o
metabolismo energético desempenha um importante papel na formacéo e desenvolvimento do
cérebro, além de ser fundamental na manutencdo da integridade e fungdes cerebrais (Zhu et

al. 2012).

1.4.1. Creatina-cinase

A creatina é um 4acido organico de guanidina cujo principal objetivo é receber um
grupamento fosfato a partir de adenosina trifosfato (ATP) mitocondrial e transferir para um
ADP no citosol. Isto ocorre por meio de uma reacdo de fosforil transferéncia reversivel
catalisada pela creatina-cinase (CK) segundo a reacdo: Creatina + ATP « Fosfocreatina (PCr)
+ Adenosina difosfato (ADP). Tal reacdo é definida como sistema PCr/Ck (Lowe et al. 2013),
e exerce um papel chave no metabolismo energético celular de tecidos que possuem alta e
flutuante demanda de energia, como musculo cardiaco e esquelético e cérebro.

Duas isoformas de CK podem ser exibidas dentro de uma célula — a forma citosélica
(CKcit) e a forma mitocondrial (CKmit). Geralmente as isoformas citosdlica e mitocondrial
sd0 co-expressas em tecidos especificos dentro de compartimentos subcelulares onde a
energia liberada é captada (glicdlise e mitocondria) ou utilizada (ATPases e cinases no

citosol), sendo ligadas funcional ou estruturalmente pelo sistema PCr/CK (Figura 3). Esse
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sistema de relacéo das diferentes isoformas de CK com as raz6es ATP/ADP e Cr/PCr permite

a distribuicdo intracelular de energia (Wallimann et al. 1992).

>
/ Mitocondria \[/ Citosol \
Cr =
ATP
ADP
PCr
) . Razdo Consumo
Fosforila¢do Glicolise ATP/ADP citosélico de
\ oxidativa citosolica " ATP /
ATP-supply = > ATP-consumption

Figura 3: Modelo do sistema PCr/CK em tecidos de alta demanda energética (Adaptado de

Wallimann, 2011).

Muitas funcGes sdo atribuidas ao sistema PCr/CK. Dentre as principais destacam-se o
tamponamento energético temporal e espacial. O tamponamento temporal refere-se ao
processo de entrada de creatina na célula, passando pela acdo da creatina-cinase citosélica ou
no espago intermembrana mitocondrial. Desse modo, CK fica proxima dos microambientes de
consumo de ATP a partir do pool de PCr e dos de geracdo de PCr, que sdo os sitios
glicoliticos e de fosforilacdo oxidativa (Schlattner et al. 2006). O tamponamento espacial é
também chamado de sistema de transporte de energia, pois sugere que a PCr serviria como
transportador de energia, conectando sitios de liberacdo e captacdo de energia por meio das
isoformas de CK (Wallimann et al. 1992). O sistema PCr/CK impede que ocorra uma
acentuada queda nos niveis de ATP durante o trabalho celular, buscando manter a razéo
ATP/ADP elevada nos sitios subcelulares onde CK esta ligada a processos ou enzimas que

consomem ATP, como por exemplo as bombas de ion (Wallimann 1994, Wallimann et al.
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2011). A CK também evita a acidificacdo intracelular em decorréncia do gasto de ATP ao
utilizar H' na regeneracéo de ATP (Wallimann et al. 1992).

A perda de creatina no cérebro durante o desenvolvimento e na primeira infancia,
como resultado de mutacdes nos genes responsaveis pela sintese ou transporte de creatina,
leva a retardo mental severo (Stockler et al. 2007). Além disso, em doencas
neurodegenerativas, tais como doenca de Huntington, na qual a disfuncdo energética é
comumente observada, a creatina mostra efeito neuroprotetor. Também foi observada uma
reducdo da CK cerebral na doen¢a de Huntington, embora ndo se saiba se este achado é uma
das causas de morte celular ou resultado do processo neurodegenerativo da doenca (Zhang et
al. 2011). Outros trabalhos mostram que a CK esta envolvida em alteraces do metabolismo
energético cerebral provocadas por aminoacidos acumulados em erros inatos do metabolismo

(Kessler et al. 2003, Rech et al. 2008, Tonin et al. 2009).

1.4.2. Piruvato-cinase

A reacdo de transferéncia de um grupamento fosforil do fosfoenolpiruvato (PEP) para
o0 ADP formando piruvato e ATP € a ultima etapa da via glicolitica anaerobica e é catalisada
pela enzima piruvato-cinase, segundo a reacdo: PEP + ADP - piruvato +ATP. A reacdo é
essencialmente irreversivel sob condicdes fisioldgicas e € critica para o controlo do fluxo
metabolico na segunda etapa da glicolise (Valentini et al. 2000). A glicolise € uma via
fundamental para a manutengdo da homeostasia e funcionamento celular, estando presente em
todos os tipos de célula. Esse processo é essencial especialmente no cérebro, uma vez que a

glicose € seu principal substrato energético (Sokoloff 1993, Erecinska et al. 1994).
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S&o conhecidas quatro isoenzimas (L, R, M1 e M,) da PK, expressas em diferentes
tecidos de mamiferos. Cada uma delas possui propriedades regulatorias e cinéticas distintas,
refletindo as necessidades energéticas dos tecidos em que sdo expressas (Jurica et al. 1998).

E sabido que Phe inibe a PK por competicdo com os substratos da enzima, ADP e PEP
(Feksa et al. 2003), e que esta enzima também esta implicada em alteracdes energéticas
observadas em outros erros inatos que provocam a acumulacdo de aminoacidos (Feksa et al.

2005, de Andrade et al. 2012, Gemelli et al. 2013).

1.4.3. Adenilato-cinase

A adenilato-cinase (AK) pode ser compreendida como um sensor do estado de energia
celular, traduzindo pequenas alteracdes no equilibrio ATP/ADP em efeitos relativamente
grandes atravé da concentracdo de AMP. Estudos recentes fornecem novas evidéncias do
papel energético, monitoracdo metabdlica e de sinalizacdo desempenhado pela AK, que
catalisa a transferéncia reversivel de fosfato entre ATP e AMP, conforme a reagdo: 2ADP «
ATP + AMP. Catalisando a troca de nucleotideos e a sinalizacdo de AMP, a AK regula a
atividade de enzimas da glicolise e glicogenolise, integrando ambas as rotas e assim uma
rapida resposta as flutuacdes na demanda de energia pelos tecidos. Assim, a AK tem um papel
fundamental dentro do sistema de regulacdo metabdlica, coordenando componentes da rede
bioenergética celular (Dzeja et al. 2009).

Juntamente com PK e CK, a AK é responsavel pela rede de fosforil transferéncia, ou
seja, elas atuam na transferéncia de grupamento fosforil do ATP da mitocéndria para o
citosol, garantindo o fluxo de energia para os locais de demanda energética, uma vez que 0
ATP parece ser pouco difundido pela célula apds ser produzido, necessitando de um

translocador macroaniénico (Ames 2000). Refor¢cando essa acdo em conjunto alguns trabalhos
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demonstram que, quando a atividade de uma delas (CK ou AK) ¢é diminuida, a atividade da

outra aumenta (Dzeja et al. 2002, Dzeja et al. 2003, Janssen et al. 2003).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

Avaliar o efeito da administracdo de fenilalanina a ratas Wistar durante o periodo de
gestacdo e amamentacdo sobre alguns parametros de metabolismo energético no cértex
cerebral e hipocampo da prole e possivel efeito protetor de cotratamento com creatina e

piruvato.

2.2 Obijetivos especificos

Avaliar os efeitos da administracdo de fenilalanina na dose de 5,2 umol/g de peso corporal
a ratas Wistar e possivel efeito protetor da coadministracdo de 0,4 mg/g creatina e 0,2 mg/g
piruvato durante os periodos de gestacdo e lactacdo sobre os seguintes parametros na prole:
e peso corporal dos filhotes ao nascer e aos 21 dias de vida;
e peso do cortex cerebral e hipocampo aos 21 dias de vida;
e avaliar as atividades das enzimas creatina-cinase citosolica e mitocondrial, adenilato-
cinase e piruvato-cinase em homogeneizado de cértex cerebral e hipocampo da prole,

aos 21 dias de vida pds-natal.
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3. RESULTADOS

Os resultados obtidos neste estudo serdo apresentados na sequéncia sob a forma de um

artigo cientifico, o qual se encontra em fase de avaliacdo na revista Neurochemical Research.
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ABSTRACT

Phenylketonuria (PKU) is the most frequent inborn error of metabolism. It is caused by
deficiency in the activity of phenylalanine hydroxylase, leading to accumulation of
phenylalanine and its metabolites. Untreated maternal PKU or hyperphenylalaninemia may
result in nonphenylketonuric offspring with low birth weight and neonatal sequelae,
especially microcephaly and intellectual disability. The mechanisms underlying the
neuropathology of brain injury in maternal PKU syndrome 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 phenylalanine administration to female Wistar rats
during pregnancy and lactation on some enzymes involved in the phosphoryltransfer network
in the brain cortex and hippocampus of the offspring at 21 days of age. Phenylalanine
administration provoked diminution of body, brain cortex an hippocampus weight and
decrease of adenylate kinase, mitochondrial and cytosolic creatine kinase activities. Co-
administration of creatine plus pyruvate was effective in the prevention of those alterations
provoked by phenylalanine, suggesting that altered energy metabolism may be important in
the pathophysiology of maternal PKU. If these alterations also occur in maternal PKU, it is
possible that pyruvate and creatine supplementation to the phenylalanine-restricted diet might

be beneficial to phenylketonuric mothers.
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INTRODUCTION

Phenylketonuria (PKU) is an inborn error of metabolism characterized biochemically
by the accumulation of phenylalanine (Phe) and its metabolites in blood and other tissues. It is
one of a class of hyperphenylalaninemias, classified according to the blood Phe levels as
following: classic PKU (Phe >1,200 umol/l), mild PKU (Phe = 600 — 1,200 umol/l) and mild
hyperphenylalaninemia (HPA), in which blood Phe is elevated above upper reference limit,
but < 600 umol/I [1].

Classic PKU occurs due to mutations in the gene that express phenylalanine

hydroxylase (PAH), located in the chromosome 12 [2], leading to a deficiency in this enzyme
activity, which catalyzes the conversion of phenylalanine (Phe) to tyrosine (Tyr). This
reaction is the initial and rate-limiting step in the degradation of excess Phe from dietary
proteins [3]. Once phenylalanine accumulates it follows alternatives metabolic pathways
producing phenylpyruvate, phenyllactate and phenylacetate. Increased concentrations of
phenylalanine and its metabolites in the blood and other tissues, including central nervous
system, provokes impairments of brain function by mechanisms not yet completely
understood [4] and untreated patients present microcephaly, mental retardation and seizures
[5] among other neurological features.
Phe is an essential amino acid, meaning that it cannot be made in the human body and must
be obtained from food sources. The essential nature of Phe has allowed for the development
of nutritional treatment for PKU that remains the standard of practice today. Dietary Phe from
intact protein sources can be restricted to the amount that allows for normal growth and
development while preventing excessive build-up of Phe in the blood [6].

The nutritional treatment for PKU has been refined and is the mainstay of treatment
for PKU [7]. When initiated within the first weeks of life and maintained throughout life, an
appropriately designed nutritional treatment regimen can enable individuals with PKU to
achieve and maintain normal intellectual development. This allows that women diagnosed
with phenylketonuria reach the reproductive age as normal intellectual and social persons.
However, because only minor, unwanted effects of elevated phenylalanine concentrations
persist after adolescence [8], many people do not continue their diet. The guidelines [9]
recommend that any woman planning pregnancy resume treatment before conception to
achieve Phe levels of 120-360 pumol/l and maintain these levels throughout pregnancy to

reduce the risk of effects of elevated blood Phe levels on the fetus [10].
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Untreated maternal phenylketonuria or hyperphenylalaninemia during pregnancy may
lead to maternal phenylketonuria syndrome in the neonate. This syndrome consists of low
birth weight, microcephaly, congenital heart disease, intellectual or developmental disability
and facial dysmorphism [11]. However, adherence to the dietary treatment is difficult to
achieve and previous studies have been shown that even in early diagnosed patients,
phenylalanine levels can oscillate above the adequate values [12, 13], so adjuvant treatments
may be helpful, such as the introduction of large neutral amino acids and tetrahydrobiopterin
to the diet [14].

Pyruvate, an endogenous metabolite of glycolysis, can work as an anti-toxicity agent
and has been shown to have a protective role in central nervous system neurons, protecting
them against excitotoxic and metabolic insults [15]. The protective effects by providing
simultaneous resistance to oxidative stress and mitochondrial insult are the result of a unique
dual property of pyruvate with concurrent ability to serve as an effective neuronal energy
substrate for glycolysis and to act as an exceptionally powerful antioxidant [16].

Creatine is an energetic substance that has been used to increase performance during
exercise [17, 18]. Studies have shown that creatine has antioxidant properties in vivo and in
vitro [19, 20]. Creatine is considered a neuroprotective agent in animal models of
neurodegenerative diseases, such as in Huntington’s and Parkinson’s disease [21-23].

A recent study from our group has shown that a co-treatment with pyruvate and
creatine can prevent the dendritic spines reduction caused by Phe [24]. The pyruvate and
creatine combination could also prevent oxidative stress due to intrahippocampal Phe
administration [25].

Several researches have shown that alteration in brain energy metabolism is associated
with neurodegenerative disorders [26-29]. Decreased activity of pyruvate kinase (PK),
creatine kinase (CK) and adenylate kinase (AK) has been found in the brain of animal models
of some inborn errors of metabolism, such as hyperphenylalaninemia [30],
hypertryptophanemia [31, 32], hyperprolinemia [33], hyperleucinemia [34], cystinosis [35]
and tyrosinemia type Il [36]. Our group has also demonstrated that the offspring of female
rats loaded with L-histidine presented reduced cerebral cortex and hippocampus weight and
decreased activity of AK, CK and PK [37].

Taking together these evidences on brain energy metabolism, and considering the
observations about creatine and pyruvate effects, it is a conceivable idea that the combination

of pyruvate and creatine could prevent, or even reverse existing damage in diseases that affect
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brain energy metabolism, such as several inborn errors of metabolism. Therefore, the present
study aims to evaluate a possible preventive effect of the co-administration of creatine and
pyruvate on the effects elicited by phenylalanine administration to female rats during
pregnancy and lactation on enzymes of phosphoryltransfer network in the cerebral cortex and

hippocampus of the offspring.

MATERIAL and METHODS

Animals and Reagents

Twenty-four adult female and 12 adult male Wistar rats were used to mate in the
experiments. Both female and male rats were bred in the Department of Biochemistry, ICBS,
Federal University Federal of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS-Brazil, and were mated
until pregnancy. They were kept on a 12-12 h light/dark cycle in a room acclimatized at
constant temperature (22 £ 1 °C), with water and commercial chow (Supra, Porto Alegre, RS,
Brazil) ad libitum. The experimental protocol was approved by the Ethics Committee for
Animal Research of the Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil, and
followed the ‘‘Principles of laboratory animal care’’ (Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals, NIH publication no. 80-23, revised 1996;
http://www.nap.edu/readingroom/books/labrats/). All efforts were made in order to minimize
animal suffering, using only the number of animals necessary to produce reliable scientific
data. All chemicals were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA). Spectrophotometric
readings were performed in a spectrophotometer Spectronic Genesys 8, Spectronic
Instruments, Rochester, New York, USA. Fluorescence was measured in a SpectraMax
M5/M5, Molecular Devices Corporation, CA, USA.

Treatment of the Rats

Rats were randomly separated into four groups - saline, phenylalanine, creatine +
pyruvate and phenylalanine + creatine + pyruvate - and kept at the rate of 2 females to one
male rat. Volumes of 10 pl per g of body weight were used for creatine plus piruvate (0.4 mg
of creatine per g of body weight [38]; 0.2 mg of pyruvate per g of body weight [39]) and 30 pl
per g of body weight for L-phenylalanine (5,2 umol of L-phenylalanine per g of body weight
[40]). The females received twice a day at 12 h interval subcutaneous administration of L-

phenylalanine or saline and intraperitoneal administration of creatine + pyruvate or saline. L-
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phenylalanine, creatine, pyruvate and saline solutions were buffered to pH 7.4 immediately
before the administration. Treatment of the females began at the moment of the mate and
continued until weaning of the offspring, at 21 postpartum days. Each group was formed by 6
mothers and their 7 litters. 3 pups from each litter were randomly selected to compose the

pool set of measurements per offspring. The pups were killed at 21 days of age.

Tissue Preparation

The rats were sacrificed by decapitation without anesthesia and the brain was
immediately removed and dissected on Petri dish placed on ice. The cerebellum, olfactory
bulbs and pons/medulla were discarded and the cerebral cortex and hippocampus were
separated and weighed. For the enzymes of phosphoryltransfer network assays the cerebral
cortex and hippocampus were washed in SET buffer (0.32 M sucrose, 1 mM EGTA, 10 mM
Tris— HCI, pH 7.4) and homogenized (1:10 w/v) in the same SET buffer with a Potter-
Elvehjem glass homogenizer. The homogenate was centrifuged at 800xg for 10 minutes at 4
°C. Part of the supernatant was used for determination of AK activity; the pellet was discarded
and the rest of the supernatant was centrifuged at 10,000xg for 15 minutes at 4 °C. The
supernatant of this second centrifugation, containing cytosol and others cellular components
as endoplasmatic reticulum, was collected for determination of PK and cytosolic CK activity.
The pellet, containing mitochondria, myelin, synaptosomes and membrane fragments was
washed twice with the same SET buffer, resuspended in 100 mM Trizma-15 mM MgSO4—
buffer, pH 7.5, for determination of mitochondrial CK activity. The supernatants were stored

for no more than 1 week at -70 °C when the assay was not carried out immediately.

Measurements of Parameters of Phosphoryl Transfer Network
Creatine kinase (CK)

CK activity was assayed in the reaction mixture contained the following final
concentrations: 65 mM Tris—HCI buffer, pH 7.5, 7 mM phosphocreatine, 9 mM MgSO4, and
1 ug of protein (cytosolic or mitochondrial-rich fraction) in a final volume of 0.1 ml. After 10
minutes of pre-incubation at 37 °C, the reaction was started by the addition of 0.3 umol of
ADP. The reaction was stopped after 10 minutes by the addition of 1 pmol of p-
hydroxymercuribenzoic acid. The reagent concentrations and the incubation time were chosen
to assure linearity of the enzymatic reaction. Appropriate controls were carried out to measure

chemical hydrolysis of phosphocreatine. The creatine formed was estimated according to the
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colorimetric method of Hughes [41]. The color was developed by the addition of 0.1 mL 2%
a-naphthol and 0.1 mL 0.05 % diacetyl in a final volume of 1 mL and read after 20 min at 540
nm in a spectrophotometer. Results were expressed as pmol of creatine formed per min per

mg of protein.

Adenylate kinase (AK)

AK activity was measured with a coupled enzyme assay with hexokinase (HK) and
glucose 6-phosphate dehydrogenase (G6PD), according to Dzeja et al [42]. The reaction
mixture contained 100 mM KCI, 20 mM HEPES, 20 mM glucose, 4 mM MgCI2, 2 mM
NADP*, 1 mM EDTA, 4.5 U/mL of HK, 2 U/mL of G6PD, and 1 pg of protein homogenate.
The reaction was initiated by the addition of 2 mM ADP and the reduction of NADP" was
followed at 340 nm for 3 minutes in a spectrophotometer. ADP, NADP", G6PD, and HK were
dissolved in water. Reagents concentration and assay time were chosen to assure the linearity
of the reaction. The results were expressed in pumol of ATP formed per min per mg of protein.

Pyruvate kinase (PK)

PK activity was assayed essentially as described by Leong et al [43]. The incubation
medium consisted of 0.1 M Tris/HCI buffer, pH 7.5, 10 mM MgCl2, 0.16 mM NADH, 75
mM KCI, 5.0 MM ADP, 7 U of L-lactate dehydrogenase, 0.1% (v/v) Triton X-100, and 10 pL
of the mitochondria-free supernatant in a final volume of 0.5 ml. After 10 minutes of pre-
incubation at 37 °C, the reaction was started by the addition of 1 mM phosphoenol pyruvate.
All assays were performed at 25 °C. Results were expressed as umol of pyruvate formed per

min per mg of protein.

Protein Determination

Protein content of each tissue fraction of hippocampus or cerebral cortex was
determined by the method of Lowry et al. [44], using serum bovine albumin as the standard.
Statistical Analysis

Data were expressed as mean + SD and were analyzed by two-way ANOVA
(phenylalanine and creatine + pyruvate as factors). When appropriate, comparison between
means was analyzed by the Tukey test when the F value was significant. All data were
analyzed by the Statistical Package for the Social Sciences software (SPSS). Values were

considered significant when p < 0.05.
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RESULTS

In this study we investigated whether administration of phenylalanine to female rats
during pregnancy and lactation could alter the activity of some enzymes of the phosphoryl
transfer network in cerebral cortex and hippocampus of their offspring. We also investigated
whether the co-administration of creatine plus pyruvate could prevent such changes.

Two-ways ANOVA showed significant main effect of Phe administration to the
mothers on the body weight of the offspring at birth [F (1,26) = 8.43; p< 0.01] and this
reduction was not reversed until the 21 postpartum day [F (1,26) = 8.07; p< 0.01]. (figure 1).
The significant interaction between Phe and creatine plus pyruvate indicated the creatine plus
pyruvate co-administration prevented weight reduction at the birth [F (1,26) = 10.94; p< 0.01]
and at 21 postpartum day [F (1,26) = 8.25; p< 0.01]. Similar results were observed in respect
to the cerebral cortex and hippocampus weight of the offspring at 21 postpartum day (Figure
2). Two-ways ANOVA showed significant main effect of Phe administration to the mothers
on cerebral cortex [F (1,26) = 12.41; p< 0.01] and hippocampus [F (1,26) = 37.63; p< 0.01]
weight of the offspring. The significant interaction between Phe and creatine plus pyruvate
indicated the creatine plus pyruvate co-administration prevented weight reduction of cerebral
cortex [F (1,26) = 11.71; p< 0.01] and hippocampus [F (1,26) = 7.38; p< 0.01]. These results
indicate that Phe administration to the mothers during pregnancy and lactation reproduces
some characteristics of maternal PKU and these characteristics are prevented by creatine plus
pyruvate co-administration.

Phenylalanine administration decreased cytosolic CK activities in the brain cortex and
in the hippocampus (Figure 3). Two-way ANOVA showed significant main effect of Phe in
cytosolic CK activity in brain cortex [F (1,26) = 4.63; p< 0.05] and in hippocampus [F (1,26)
= 5.17; p< 0.05]. The significant interaction between Phe and creatine plus pyruvate indicates
that co-administration of creatine plus pyruvate prevented the decrease of cytosolic CK
activity caused by Phe administration in cerebral cortex [F (1,26) = 8.92; p< 0.01] and in
hippocampus [F (1,26) = 5.42; p< 0.05]. The results for mitochondrial CK activity were
similar (Figure 4). Two-way ANOVA showed significant main effect of Phe in mitochondrial
CK activity in brain cortex [F (1,26) = 9.41; p< 0.01] and in hippocampus [F (1,26) = 4.82; p<
0.05]. The interaction between Phe and creatine plus pyruvate indicates that co-administration

of creatine plus pyruvate prevented the decrease of mitochondrial CK activity caused by Phe
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administration in cerebral cortex [F (1,26) = 4.52; p< 0.05] and in hippocampus [F (1,26) =
32.25; p< 0.01].

Adenylate kinase activity was reduced in the cerebral cortex [F (1,26) = 4.47; p< 0.05]
and in the hippocampus [F (1,26) = 4.82; p< 0.05] of the offspring of the female rats treated
with phenylalanine (Fig. 5). The interaction between Phe and creatine plus pyruvate indicates
that co-administration of creatine plus pyruvate prevented the decrease of AK activity caused
by Phe administration in cerebral cortex [F (1,26) = 5.58; p< 0.05] and in hippocampus [F
(1,26) = 4.36; p< 0.05].

Pyruvate kinase activity was not altered by Phe administration to female rats in the
brain cortex [F (1,26) = 0.02; p> 0.88] or in the hippocampus [F (1,26) = 1.12; p> 0.31] of the
offspring. No significant interaction between Phe and creatine plus pyruvate was observed in
the brain cortex [F (1,26) = 0.43; p> 0.51] or in the hippocampus [F (1,26) = 0.01; p> 0.92] of
the offspring (Figure 6).

DISCUSSION

Animal models are not completely similar to human diseases in all its complexity.
However, chemical animal models have been largely used because they have the advantage of
study every substance known to accumulate in human disease against adequate control.
Therefore, animal models are important in the investigation of pathophysiologic mechanisms
of the diseases, especially in brain metabolism, helping to suggest preventive measures and
new drugs for treatment [45, 46]. Phe load to female rats during pregnancy and lactation do
not reproduce entirely maternal PKU, since phenylalanine hydroxylase (PAH) is active in
these animals; we did not use any enzyme inhibitor because they may have others effects than
inhibition of PAH, including teratogenesis. In the present investigation, Phe levels were not
measured in the brain of the pups, being possible that the observed effects observed in the
offspring might be caused by other factors and not only by Phe itself. However, this may also
occur in the mothers with PKU or hyperphenylalaninemia and their children. Therefore, the
chemical model used in the present work has its limitations.

Several studies have shown that brain energy metabolism is altered in PKU [30, 47-
50], but there are no studies regarding this subject when it comes to maternal PKU. Therefore,

we decided to investigate the effect of phenylalanine administration to female rats during
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pregnancy and lactation on some enzymes of phosphoryltransfer network in brain cortex and
hippocampus of the offspring immediately after weaning.

The activity of three important kinasis in phosphoryltransfer network and maintenance of
energy balance were evaluated: CK, AK e PK [51]. Coupling of spatially separated
intracellular ATP-producing and ATP-consuming processes is fundamental to the
bioenergetics of living organisms, maintaining a broad range of cellular activities. However,
the spatial arrangements seem to be insufficient to fulfill all cellular energetic needs [52].
Therefore, spatially arranged intracellular enzymatic networks are necessitated. These
networks are catalyzed by CK, AK and enzymes of the glycolysis pathway, in especial PK, to
support high-energy phosphoryltransfer and signal communication between ATP-generating
and ATP-consuming/ATP-sensing processes [53-55]. This dynamic metabolic signaling
through near-equilibrium enzymatic networks contributes to efficient intracellular energetic
communication, maintaining the balance between cellular ATP consumption and production,
maintaining a strong energetic homeostasis for preserving cell phenotype and survival under
stress [52, 53, 56-58]. Enzymatic capacities, isoform distribution and the dynamics of net
phosphoryl flux through the integrated phosphoryltransfer systems tightly correlate with
cellular functions, indicating a critical role of such networks in efficient energy transfer and
distribution, thereby maintaining the cellular energy homeostasis [53].

A diminished activity of a single enzyme of the phosphoryltransfer network is rather
well tolerated. However, a decrease in the activity of two or more enzymes of this network
could lead to a cumulative impairment in the communication between ATP-generating and
ATP-consuming sites [52], compromising the brain development [37, 48]. Phe administration
to the mothers reduced body weight of the offspring at birth and this reduction was not
reversed until the 21 postpartum day. Brain cortex and hippocampus weight were also
reduced in the offspring of the mothers receiving Phe during pregnancy and lactation. On the
other hand, co-administration of creatine plus pyruvate prevented all these effects. These
results suggest that Phe administration to the mothers during pregnancy and lactation induces

energy homeostasis alteration responsible, at least in part, by the weight deficits.

We observed that cytosolic and mitochondrial CK activities were inhibited by
phenylalanine administration in the two tissues studied, and so was AK, in both brain cortex
and hippocampus. These data are in agreement with previous studies that have shown

decreased CK activity in response to a treatment with phenylalanine [30] or in other models of

47



inborn errors of metabolism [37]. The co-treatment with creatine plus pyruvate was able to
prevent the decrease in the activities promoted by Phe in AK and CK, in both cytosolic and
mitochondrial forms, in brain cortex and hippocampus of the offspring. Regarding this, it is
well known that some thiol-containing enzymes, like AK, CK and PK, may have their
activities altered by thiol/disulfides exchange between the protein sulfhydryl groups and
disulfides, being very sensitive to oxidative stress [59]. In this context, we have demonstrated
that metabolites accumulating in some metabolic diseases of amino acid metabolism cause
oxidative stress and inhibit CK, PK and AK activities [35, 60, 61] and also that the
combination of creatine plus pyruvate could prevent some parameters oxidative stress [25,
62]. Therefore, considering that hyperfenylalaninemia causes oxidative stress [63], it is
feasible that the co-treatment with creatine plus pyruvate plays its preventive role presented in
this study through protection against oxidative stress, besides their energetic properties [16,
64].

Surprisingly, PK activity was not altered by the administration of phenylalanine in
none of structures examined. Phe is known as an inhibitor of PK activity, so was expected that
PK activity would be reduced in the offspring of hyperphenylalaninemic female rats, as it is in
other models using Phe [65-67]. It is possible that the fetus chronic exposition to high Phe
levels may result in some kind of enzymatic adaptation on PK activity. Considering that the
decrease of one or more activities in the phosphoryltransfer network promotes the increase of
the activity of one or more enzymes in an attempt to preserve energetic homeostasis [42, 53,
68], it is thinkable that the non altered PK activity might be a response to the decrement in the
activities of cytosolic and mitochondrial CK and AK. However, the continuous presence of
Phe in the fetus brain could impede the increase of the enzyme activity above the normal
levels. Anyway, more research is required to enlighten this question.

In summary, in this study we demonstrated for the first time that maternal load of
phenylalanine alters some important parameters of phosphoryl transfer network in the brain
cortex and hippocampus of the offspring. Moreover, the co-administration of creatine and
pyruvate was able to prevent the harmful effects of phenylalanine on cytosolic and
mitochondrial CK and AK. Besides, body weight as brain cortex and hippocampus weight
were reduced in the offspring and co-administration of creatine plus pyruvate was able to
prevent these effects elicited by Phe administration, suggesting that energy homeostasis
deficit could be responsible for the reduction of the weights. If these observations also occur

in children born from PKU mothers, it seems reasonable to perform more studies to evaluate
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the possible benefit of creatine plus pyruvate supplementation to the diet used by PKU

mothers.
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Figure 1 Effect of co-administration of creatine plus pyruvate on the diminution of the body
weight at birth and after 21 days caused by phenylalanine administration to Wistar rats during
pregnancy and lactation on the cerebral cortex and hippocampus of the offspring.

Data are mean = SD for 6-7 animals in each group. Body weight is expressed in grams. * p

<0,05 compared to the other groups (two-ways ANOVA followed by Tukey test).
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Figure 2 Effect of co-administration of creatine plus pyruvate on the diminution of the
cerebral cortex and hippocampus weight caused by phenylalanine administration to Wistar
rats during pregnancy and lactation on the cerebral cortex and hippocampus of the offspring.
Data are mean = SD for 6-7 animals in each group. Body weight is expressed in grams. * p
<0,05 compared to the other groups (two-ways ANOVA followed by Tukey test).
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Figure 3 Effect of co-administration of creatine plus pyruvate on the inhibition of cytosolic
creatine kinase (CK) activity caused by phenylalanine administration to Wistar rats during
pregnancy and lactation on the cerebral cortex and hippocampus of the offspring.

Data are mean + SD for 6-7 animals in each group. CK activity is expressed as micromol of
creatine formed per minute per mg protein. * p <0,05 compared to the other groups (two-ways
ANOVA followed by Tukey test).
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Figure 4 Effect of co-administration of creatine plus pyruvate on the inhibition of
mitochondrial creatine kinase (CK) activity caused by phenylalanine administration to Wistar
rats during pregnancy and lactation on the cerebral cortex and hippocampus of the offspring.
Data are mean = SD for 6-7 animals in each group. CK activity is expressed as micromol of
creatine formed per minute per mg of protein. * p <0,05 compared to the other groups (two-
ways ANOVA followed by Tukey test).
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Figure 5 Effect of co-administration of creatine plus pyruvate on the inhibition of adenylate
kinase (AK) activity caused by phenylalanine administration to Wistar rats during pregnancy
and lactation on the cerebral cortex and hippocampus of the offspring.

Data are mean = SD for 6-7 animals in each group. AK activity is expressed as micromol of
ATP formed per minute per mg of protein. * p <0,05 compared to the other groups (two-ways

ANOVA followed by Tukey test).
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Figure 6 Effect of phenylalanine administration and co-administration of creatine plus
pyruvate on pyruvate kinase (PK) activity to Wistar rats during pregnancy and lactation on the

cerebral cortex and hippocampus of the offspring.
Data are mean + SD for 6-7 animals in each group. PK activity is expressed as micromol of

pyruvate formed per minute per mg of protein.
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4. DISCUSSAO

A fenilcetonuria € uma das desordens mais prevalentes causada por um erro inato do
metabolismo de aminoacidos. Essa desordem resulta de mutagdes no gene da enzima
fenilalanina-hidroxilase, que converte fenilalanina em tirosina. Os fenotipos podem variar de
um leve aumento nas concentragdes sanguineas de fenilalanina até a forma classica da
doenca, com pronunciada hiperfenilalaninemia, que, caso ndo tratada, resulta em severo
retardo mental (Blau et al. 2010). Investigaces neuropatolégicas em pacientes
fenilcetondricos mostraram baixo peso cerebral, reducdo na formacdo de mielina com lesdes
na substancia branca, menor desenvolvimento das ramificacdes dendriticas e menos sintese de
dopamina, norepinefrina e serotonina (Huttenlocher 2000).

O desenvolvimento dos testes de triagem para PKU (Guthrie et al. 1963) e o
tratamento dietético tornaram possivel a prevencdo do déficit intelectual em criancas afetadas
em todo o mundo. Os beneficios da dieta de ingestdo restrita de proteinas sdo claros e
incluem: diminuicdo das concentracdes de Phe, ou seja, desvio da anormalidade bioquimica,
aumento do desempenho neurolégico e psicoldgico e prevencdo do dano neurolégico (Scriver
CR 2001). Além disso, a PKU serve como modelo para o estudo de mais de 200 outros erros
inatos do metabolismo (Applegarth et al. 2000, Raghuveer et al. 2006).

Em se tratando da fenilcetonuria materna, esta € uma sindrome que resulta em
multiplas anomalias congénitas na prole, usualmente consistindo em microcefalia, retardo do
crescimento intrauterino, dismorfias e doenca cardiaca congénita (Koch et al. 2000). A
dificuldade de controlar os niveis de Phe apds a primeira infancia, quando os efeitos da
descontinuacdo da dieta ja ndo sdo tdo pronunciados, € amplamente reconhecida e constitui
risco que pode levar a ocorréncia da sindrome da PKU materna, especialmente nos casos de

gravidez nao planejada (Walter et al. 2002, Prick et al. 2012).
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Neste contexto, considerando o papel fundamental da energia no desenvolvimento do
cérebro (Herculano-Houzel 2011), muitos estudos tém mostrado que o metabolismo
energético esta alterado na PKU (Glazer et al. 1971, Granett et al. 1972, Costabeber et al.
2003, Lutz Mda et al. 2003, Pietz et al. 2003), mas nao ha estudos sobre o assunto quando se
trata da sindrome da fenilcetonuria materna. Assim, o presente trabalho investigou o efeito da
sobrecarga de L-fenilalanina administrada a ratas Wistar, durante o periodo de gestacdo e
lactacdo, sobre parametros de desenvolvimento e metabolismo energético da prole e uma
possivel prevencdo desses efeitos através da administracdo de creatina e piruvato. Deve-se
salientar que, em virtude da atividade enzimatica normal de PAH nos animais utilizados,
nosso modelo reproduz os efeitos da sobrecarga de Phe, ndo os da deficiéncia enzimatica
presente na fenilcetonuria.

Inicialmente, observamos que a administracdo de Phe as maes provocou reducao do
peso corporal da prole no nascimento, e essa reducdo nao foi revertida até o dia 21 pos-parto.
O peso do cortex cerebral e hipocampo também foram reduzidos na prole de mées que
receberam Phe durante a gravidez e lactacdo. Por outro lado, a co-administracdo de creatina e
piruvato preveniu todos estes efeitos. Estes resultados sugerem que a administracdo de Phe as
mdes durante a gravidez e lactacdo induz alteracdo na homeostase energética, sendo esta
alteracdo responsavel, pelo menos em parte, pelos déficits de peso.

As células do sistema nervoso central requerem grandes quantidades de energia para a
manutencdo de processos como neurotransmissao e do potencial de membrana conferido pela
atividade da Na'/K® ATPase, por exemplo (Ames 2000). O acoplamento de sitios
intracelulares produtores e consumidores de ATP, 0s quais se encontram separados
espacialmente, € fundamental para a manutencgéo desses e de outros processos que dependem
de ATP para seu funcionamento. O sistema PCr/CK e AK atuam como mecanismos que

reduzem a limitacdo do distanciamento espacial (Dzeja et al. 1998, Dzeja et al. 2002). As
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enzimas da via glicolitica também participam da fosforil transferéncia através do grupamento
fosforil provindo do ATP que entra na glicolise e, desse modo, pode fosforilar ADP através
da piruvato-cinase (Janssen et al. 2003). Esse conjunto dinamico de sinalizacdo metabolica
envolvendo a rede enzimatica contribui para o balanco celular dos niveis de ATP entre os
locais de producédo e consumo, garantindo a homeostasia energética em condicGes de estresse
metabolico (Dzeja et al. 2003).

A creatina-cinase é o principal componente da rede de transferéncia de fosforilagcdo
dos locais de producdo para os de consumo de ATP (Wallimann et al. 1992). O
comprometimento da atividade dessa enzima tem sido relacionado ao desenvolvimento de
doencas neurodegenerativas como Alzheimer (Hensley et al. 1995, Aksenov et al. 1997) e
doenca de Huntington (Mochel et al. 2012). A diminuicdo da atividade de CK pode diminuir
0s niveis de creatina e isso ndo apenas reduz a eficiéncia da rede, mas também diminui a
capacidade antioxidante, uma vez que a creatina tem capacidade antioxidante direta (Lawler
et al. 2002). Pacientes com alguma sindrome de deficiéncia de creatina apresentam retardo do
desenvolvimento mental, atraso na linguagem e epilepsia (Hahn et al. 2002, Schulze 2003).
Juntamente com CK, a AK é responsavel pela rede de fosforil transferéncia, ou seja, elas
também atuam na transferéncia de grupamento fosforil do ATP da mitocéndria para o citosol,
garantindo o fluxo de energia para os locais de demanda energética (Ames 2000).

Tem sido demonstrado que o piruvato tem propriedades antioxidantes, provavelmente
atuando como um scavenger de H,O, protegendo as células da morte (DeBoer et al. 1993). A
piruvato-cinase, por sua vez, € uma enzima chave na regulacdo da glicélise através da
formagéo de piruvato, que € substrato da sintese de acetil-coenzima A, protagonista no ciclo
dos &cidos tricarboxilicos (TCA). O piruvato € um substrato energético oxidado, sendo
importante na manutencao das fungdes celulares em condicdes de estresse oxidativo (Mallet

et al. 2005, Nicholls et al. 2007). A administracdo de piruvato, o qual pode servir como
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substrato para a producdo de ATP, pode prevenir o declinio energético e apoptose neuronal
(Mukherjee et al. 1997, Vlassenko et al. 2006).

Com essas consideracGes, a seguir investigamos a atividade dessas trés cinases
importantes na rede de fosforil tranferéncia e na manutencdo do equilibrio energético. Nos
observamos que as atividades de CK citosélica e mitocondrial foram inibidas, tanto no cortex
cerebral quanto no hipocampo, pela administracdo de fenilalanina, e 0 mesmo ocorreu com a
atividade de AK. O co-tratamento com creatina e piruvato foi capaz de prevenir a diminuicao
das atividades de AK e CK, em ambas isoformas citosolica e mitocondrial, provocada pela
administracdo de Phe, prevencdo observada nos dois tecidos estudados. Sabendo do
envolvimento e importancia que o papel de CK e AK exerce na manutencdo da homeostasia
energética, sugere-se que a fenilalanina interfere no metabolismo energético cerebral também
no cérebro em desenvolvimento. A esse respeito, é sabido que algumas enzimas contendo
grupamento tidlico, como AK, CK e PK, podem ter as suas atividades alteradas pela troca de
seus grupamentos sulfidrilicos por outros dissulfetos, sendo muito sensiveis ao estresse
oxidativo (Gilbert 1984). J& demonstramos anteriormente que os metabolitos acumulados em
algumas doencas do metabolismo de aminoécidos causam estresse oxidativo e inibem as
atividades de CK, PK e AK (Rech et al. 2008, Figueiredo et al. 2009, Tonin et al. 2009) e
também que a combinacdo de creatina e piruvato foi capaz de evitar alguns parametros de
estresse oxidativo (Andrade et al. 2012, Berti et al. 2012). Portanto, considerando que a
hiperfenilalaninemia provoca estresse oxidativo (Kienzle Hagen et al. 2002), € possivel que o
co-tratamento com creatina e piruvato desempenhe o seu papel preventivo apresentado neste
estudo por meio de protecdo contra o estresse oxidativo, ndo apenas através de suas
propriedades energéticas (Mazzio et al. 2003, Rae et al. 2003).

Surpreendentemente, a atividade de PK n&o foi alterada nas estruturas examinadas da

prole pelo tratamento com Phe as maes. A fenilalanina é conhecida como um inibidor da
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atividade de PK, sendo esperada uma reducdo na atividade desta enzima na prole de ratas
hiperfenilalaninémicas, como ocorre em outros modelos utilizando Phe (Miller et al. 1973,
Feksa et al. 2003, Williams et al. 2006). E possivel que fetos submetidos & exposicao cronica
a altos niveis de Phe desenvolvam algum tipo de adaptacdo enzimatica em se tratando da
atividade de PK. Considerando-se que a diminui¢cdo de uma ou mais atividades da rede
fosforil transferéncia promove o aumento da atividade de uma ou mais enzimas, na tentativa
de preservar a homeostase energética (Dzeja et al. 1999, Dzeja et al. 2003, Pucar et al. 2004),
é concebivel que a atividade de PK possa estar alterada em resposta ao decréscimo nas
atividades da CK citosolica e mitocondrial e de AK. No entanto, a presenca continua de Phe
no cérebro do feto poderia impedir o aumento da atividade da enzima acima dos niveis
normais. De qualquer forma, mais pesquisas sdo necessarias para esclarecer essa questao.

Em suma, neste estudo nds demonstramos, pela primeira vez, que uma sobrecarga de
fenilalanina administrada a ratas durante o periodo de gestacdo e lactacdo altera alguns
parametros importantes da rede de transferéncia de grupamentos fosforil no cértex cerebral e
no hipocampo da prole. Também mostramos que a co-administragdo de creatina e piruvato foi
capaz de prevenir os efeitos prejudiciais da fenilalanina nas atividades da CK citosélica e
mitocondrial e de AK. Além disso, 0 peso do corporal, bem como o peso do cortex cerebral e
hipocampo, foi reduzido na prole de ratas hiperfenilalaninémicas e a co-administragdo de
creatina e piruvato foi capaz de prevenir estes efeitos induzidos pela administracdo de Phe,
sugerindo que o déficit da homeostase energética poderia ser responsavel pela reducdo dos
pesos. Se estas observagOes também ocorrem em criangas nascidas de maes PKU, parece
razoavel realizar mais estudos para avaliar o possivel beneficio de suplementacdo de creatina

e piruvato na dieta usada por maes PKU.
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem inferir que, em se tratando da PKU
materna, as anormalidades como baixo peso ao nascimento e microcefalia observadas na prole
podem estar relacionadas a perturbacGes do metabolismo energético provocadas pelos altos
niveis de Phe. No presente estudo verificamos que a coadministracdo de piruvato e creatina
foi capaz de proteger a prole quanto ao baixo peso ao nascer e também em relacdo a
diminuicdo de peso do cértex cerebral e hipocampo, além de ter sido bem sucedida em
prevenir a reducdo de atividade das enzimas CK citosolica e mitocondrial e AK provocadas
pela sobrecarga de Phe.

Esperava-se encontrar a atividade de PK diminuida, uma vez que Phe é um conhecido
inibidor da PK, no entanto, a atividade dessa enzima apresentou-se inalterada em todos os
grupos. Tal achado faz suspeitar de uma possivel adaptacdo fetal da atividade dessa enzima
frente a exposicdo crénica a hiperfenilalaninemia durante o desenvolvimento intrauterino do
cérebro, no entanto, sem estudos mais detalhados isso ndo pode ser afirmado.

Considerando estudos anteriores que mostraram que a administracdo de Phe promove
estresse oxidativo e que este prejudica a atividade de CK, AK e PK, acreditamos que
alteracdes de parametros do estado oxidativo celular estejam envolvidas nas caracteristicas de

parametros de metabolismo energético vistas nesse modelo de hiperfenilalaninemia materna.
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6. PERSPECTIVAS

Futuramente, pretendemos avaliar o efeito protetor de creatina e piruvato em modelo
de hiperfenilalaninemia materna frente a parametros de estresse oxidativo. Além disso,
buscaremos ampliar os estudos envolvendo o metabolismo energético nesse modelo,
avaliando a atividade de outras enzimas envolvidas na homeostasia energética cerebral, como

lactato desidrogenase, hexocinase e gliceraldeiro-3-fosfato desidrogenase.
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