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PREVENCAO DE DISTURBIOS DA HOMEOSTASE ENERGETICA ATRAVES DA
SUPLEMENTACAO DE CREATINA COM PIRUVATO EM CORTEX CEREBRAL
DE RATOS WISTAR FENILCETONURICOS

Bruna Nitzke Minuzzi; Clovis Milton Duval Wannmacher
Laboratorio de Erros Inatos do Metabolismo de Aminoacidos, Departamento de Bioquimica, Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Introducao

& Erro inato do metabolismo (EIM) de aminoacidos mais frequentemente diagnosticado;

& A forma classica da doenca é resultado de uma deficiéncia na enzima fenilalanina hidroxilase
hepatica (PAH), acumulando fenilalanina (Phe) e compostos derivados do seu catabolismo
alternativo -> excrecdo em grande quantidade pela urinal;

Fenilalanina ———  pAH ——> Tirosina

% Pacientes normais ao nascer, porém sem o tratamento adequado podem apresentar graves
sintomas nos primeiros meses de vida, como retardo mental?;

" 0 tratamento é basicamente dietético, com restricio de Phe, porém a adesao é bastante
complicada devido a falta de palatibilidade3.

Objetivo

Considerando o restabelecimento da homeostase energética como passivel de oferecer
melhores condi¢des para um neurodesenvolvimento mais proximo do normal, o objetivo deste
trabalho é investigar se a suplementacao de Cre+Pyr previne desequilibrios energéticos em
cortex cerebral de ratos submetidos a PKU, a partir da determinac¢ao da atividade das enzimas
da rede de transferéncia de fosforila.

Metodologia

Ly 24 ratos Wistar divididos em 4 grupos, submetidos a um modelo de PKU. As doses foram
administradas de 12/12h (exceto a-Me-Phe, induzida somente 1x ao dia), do P7 ao P14.

GRUPO VIA DOSE
(1) Controle 2 i.p. +1s.c.:salina
(2) PKU i.p.: a-metil-DL-Phe (inibidor da paH) + salina  Phe: 5,2 pmol/g de peso™ |
s.c.: Phe a-metil-DL-Phe: 1,6 pmol/g de peso™
(3) Tratamento i.p.: Cre+Pyr + salina Cre: 0,4 mg/g de peso™~

s.C.: salina

(4) PKU + Tratamento i.p.: Cre+Pyr + a-metil-DL-Phe
s.c.: Phe

Pyr: 0,2 mg/g de pes.u:}l6
Mesmas doses a cima

Indugdao do modelo quimico de PKU na 12 dose do dia. Na 22 dose somente era injetado 1 i.p. e 1 s.c., excluindo a-Me-Phe.

= Decapitacdo dos animais = Cértex cerebral dissecado e homogeneizado (Tampao SET - 10 v/v)

L Atividade das enzimas da rede de transferéncia de fosforil.

v" Hexocinase (HK);

v’ Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH);

v Adenilato-cinase (AK);

v’ Piruvato-cinase (PK);

v’ Creatina-cinase citosélica (CKcit) e mitocondrial (CKmit).

= Os dados foram expressos em média + desvio padrao e analisados por ANOVA
de 1 via, para comparacao de médias, seguida por Teste de Tukey; e por ANOVA de 2 vias para
verificar a interacao entre os tratamentos (fatores: PKU e Cre+Pyr).

CEUA/UFRGS: #29388

w» Pacientes fenilcetonuricos apresentam anormalidades no metabolismo energético cerebral* e no
metabolismo glicolitico®>; Phe e seus metabdlitos podem inibir a captacao de glicose e inibir
enzimas da rede de transferéncia de fosforil 6-10,

& Cre estd envolvida na manuten¢ao da homestase energética e a enzima creatina-cinase (CK) atua
no fornecimento de energia';
= Pyr age como um mecanismo de defesa contra citotoxicidade e a enzima piruvato-cinase (PK) é

uma enzima chave no metabolismo celular?2.
ADP + PCr + H+ < CK APBP + Cre ADP + PEP PK

ATP + Pyr

%> A coadministracdo de Cre+Pyr vem sendo estudada como estratégia protetora em eventos que
levam a hipdxia cerebral, como AVC, em doencas neurodegenerativas, como Alzheimer, e nosso
grupo estuda a coadministracao como tratamento suplementar em EIM.

Resultados

Figura 1l
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Figura 1: Efeitos da administragdo do modelo de PKU e/ou Cre+Pyr no cértex cerebral de ratos Wistar aos 14 dias de vida (n=6 :nimais por
grupo) sobre as atividades das enzimas da rede de transferéncia de fosforil (A) Hexocinase; (B) Gliceraldeido 3-fosfato-desidrogenase; (C)
Adenilato-cinase; (D) Piruvato-cinase; (E) Creatina-cinase citosodlica e (F) mitocondrial. Dados expressos em média + desvio padrao; * p < 0,05
comparado aos outros grupos (ANOVA de 1 via seguida pelo Teste de Tukey).

ANOVA 2 vias
(Interagdo PKU by Cre+Pyr)

HK [F(1,20) =5,72; p = 0,027]
GAPDH [F(1,20) = 5,89; p = 0,025]
AK [F(1,20) = 0.95; p = 0,34]
PK [F(1,20) = 4,55; p = 0,045]
CKcit [F(1,20) =12,38; p = 0,002]
CKmit [F(1,20) = 5,81; p = 0,026]

Conclusao

A coadministracao de Cre+Pyr foi eficaz em prevenir a maioria das altera¢goes causadas pela PKU, sugerindo que a suplementacao com substratos capazes de oferecer aporte energético pode ser uma
estratégia util na prevenc¢ao do dano neuroldgico observado na PKU. Mais estudos demonstrando o papel da homeostase energética nesta doencga sao necessarios a fim de compreendermos melhor sua
fisiopatologia e, como resultado, vir a oferecer terapias auxiliares aos pacientes.
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