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|. RESUMO

O objetivo deste trabalho foi investigar o possivel efeito preventivo do piruvato e da
creatina (substancias energéticas e antioxidantes) sobre as alteracbes comportamentais
e bioquimicas provocadas pela administracao intra-hipocampal da fenilalanina (Phe) em
ratos Wistar. Foi desenvolvido um modelo quimico experimental de fenilcetonuria (PKU)
pela administracao intra-hipocampal de Phe a ratos Wistar adultos atingindo niveis
semelhantes aos encontrados no cérebro dos pacientes afetados. Piruvato e creatina
preveniram alteracdes de comportamento induzidas pela Phe nas tarefas de habituacdo
no campo aberto. O piruvato e a creatina, isoladamente, ndo exerceram efeito sobre os
animais nas tarefas de campo aberto, mas preveniram os efeitos da Phe sobre a
atividade exploratéria. A Phe, o piruvato e a creatina ndo tiveram efeito sobre a
emocionalidade dos animais. Também foram investigados parédmetros de estresse
oxidativo procurando evidéncias de um possivel mecanismo pelo qual a alta
concentracao de Phe poderia resultar em prejuizo da habituacdo dos ratos ao campo
aberto. A Phe provocou o aumento de TRAP, que € uma medida da concentracao de
substancias antioxidantes nao enzimaticas, principalmente GSH e tioredoxina, e de TAR,
gue é a medida da qualidade das substancias antioxidantes ndo enzimaticas, bem como
das sulfidrilas totais, que compreendem GSH, tioredoxina e grupos tidis de proteinas, as
gquais foram aumentadas no hipocampo de ratos que receberam Phe. TBARS, que é
uma medida de lipoperoxidacédo, diminuiu pela administracdo de Phe. O piruvato e a
creatina, isoladamente, ndo exerceram efeito sobre os parametros de estresses
oxidativo, mas o0 aumento das defesas antioxidantes ndo enzimaticas induzido pela Phe
no hipocampo foi totalmente prevenido pelo pré-tratamento com creatina ou piruvato,
dois potentes antioxidantes, reforcando a hipétese de que o primeiro contato do
hipocampo com Phe provoca a formacdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio,
induzindo o aumento de defesas antioxidantes. Estes resultados também sugerem uma
possivel relacdo entre a inibicdo das atividades da piruvato quinase e da creatina
guinase nas alteracbes de comportamento causadas por Phe. Em perspectiva, piruvato
e creatina sdo suplementos dietéticos a serem considerados como agentes coadjuvantes
para a atual terapia dos pacientes fenilcetonadricos baseada apenas em uma dieta
restrita em Phe.



. ABSTRACT

The objective of this work was to investigate the possible preventive effect of pyruvate
and creatine (substances with energetic and antioxidant properties) on the behavioral and
biochemical alterations caused by intrahippocampal administration of phenylalanine (Phe) in
Wistar rats. It was developed a experimental chemical model of phenylketonuria(PKU) by
injecting Phe into the hippocampus of adult Wistar rats, achieving similar levels than those
verified in the brain of affected patients. Pyruvate and creatine prevented behavioral
alterations induced by Phe in habituation in the open field task. Pyruvate and creatine did not
cause effect on animal behaviour in the open field task, but they prevented the Phe effects
on exploratory activity. Phe, pyruvate and creatine did not compromise emotionality of the
animals in the open field task. Stress oxidative parameters were measured looking for
evidences of a mechanism for which the high Phe concentration could result in the
behavioral alterations. Phe provoked the increase of TRAP, which is a measure of the
concentration of nonenzymatic antioxidant substances, mainly GSH and thioredoxin, and of
TAR, which is a measure of the quality of nonenzymatic antioxidant substances, as well as of
the Total sulfhydryl groups, which is a measure of GSH, thioredoxin and thiol-groups of
proteins, in the hippocampus of the rats. TBARS, which is a measure of lipoperoxidation,
was decreased by Phe administration. Pre-treatment with pyruvate and creatine did not
altered stress oxidative parameters, but fully prevented the alterations induced by Phe
administration, reinforcing the hypothesis that the first contact of the hippocampus with Phe
provokes reactive oxygen and nitrogen species formation, inducing increase of antioxidant
defenses. These results also suggest a possible relationship between the inhibition of
piruvate kinase and creatine kinase activities in the behavioral alterations caused by Phe. In
perspective, pyruvate and creatine are diet supplements to be considered as adjuvant
agents to the present therapy of phenylketonuric pacients based only on Phe-restricted diet
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no processamento de memdrias declarativas. (Adaptado

de lzquerdo, 2002).
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radical hidroxil iniciam a lipoperoxidacdo nas membranas
celular, mitocondrial, nuclear e do reticulo endoplasmatico. O
aumento da permeabilidade celular provoca o influxo de Ca*"
0 qual causa dano mitocondrial adicional. Os grupamentos
sulfidril de cisteina e outros residuos de aminoacidos nas
proteinas sado oxidados e degradados. O DNA nuclear e o
mitocondrial podem ser oxidados, resultando em quebras de
fita e outros tipos de danos. As ERN (NO, NO; e peroxinitrito)

tém efeitos similares. (Adaptado de Smith et al., 2007).




V. INTRODUCAO

V.1 - Erros Inatos do Metabolismo

A primeira mencao ao termo erros inatos do metabolismo(EIM) data de 1908.
Garrod, em seus estudos realizados com pacientes com alcaptondria, doenca em
gue os afetados excretam grandes quantidades de acido homogentisico em sua
urina, observou que frequentemente um ou mais individuos de uma mesma familia
eram afetados sem que seus pais ou demais familiares apresentassem a doenca.
Baseado também nas observac6es da maior incidéncia de consanguinidade entre os
pais dos pacientes e nas leis Mendel, Garrod, juntamente com Bateson, um
geneticista inglés, propds um modelo de heranga autossdémica recessiva para este
disturbio observando ainda que a alcaptonuria e outras anomalias metabdlicas

herdadas eram raras e incomuns ( Waber, 1990; Scriver et al., 2001).

Os EIM constituem um grande e heterogéneo grupo de doencas genéticas,
caracterizado pela auséncia, deficiéncia ou modificacao estrutural de uma proteina,
geralmente uma enzima. Esta alteracdo resulta no bloqueio da via metabodlica com
consequente acumulo de seus substratos e derivados, bem como diminuicdo na
sintese do produto. Tal bloqueio, dependendo da via afetada, repercute clinicamente
de maneira bastante variavel no individuo, geralmente de sintomatologia grave e
muitas vezes letal (Scriver et al., 2001). Um dos aspectos clinicos mais comuns nos
EIM consiste na alteracdo do desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC). No
conjunto, eles atingem um a cada mil nascimentos, correspondendo a 10% das
doencas genéticas, embora sua frequéncia isolada seja baixa. Até o momento,

foram descritos aproximadamente 500 disturbios envolvendo defeitos na sintese,



degradacdo, armazenamento e transporte de moléculas no organismo (Gimenez-

Sanchez et al., 2001).

Desde os estudos de Garrod, muitos pesquisadores tém detectado muitas
doencas metabdlicas hereditarias e os EIM ja foram descritos em todas as areas do
metabolismo humano normal (amino&cidos, acidos organicos, lipidios e carboidratos,
etc.) (Scriver et al., 2001). Estudos revelam que aproximadamente um terco dos EIM
correspondem a aminoacidopatias, outro tergco a acidemias organicas e outro terco

corresponde a todo restante (Hoffman, 1994).

V.2 - Fenilcetonduria e Hiperfenilalaninemia
V.2.1 - Historico

Em 1934, o Dr. Asbjorn Folling, através de um minucioso exame clinico,
observou que duas criancas da mesma familia apresentavam um odor caracteristico
na urina, mas ndo apresentavam nenhum outro sinal ou sintoma, exceto o retardo
mental, descobrindo acidentalmente a fenilcetonuria (PKU) (Folling, 1990).

Folling elaborou um método para detectar uma substancia desconhecida, que
na presenca de cloreto férrico apresentava uma coloracdo diferente. A substancia
desconhecida foi detectada: acido fenilpirivico. Outros testes com cloreto férrico
foram realizados em 430 criancas com retardo mental, dentre as quais, 8 revelaram
novos casos semelhantes. Hipotetizando uma associacdo entre retardo mental e
excrecao de fenilpiruvato na urina, Folling sugeriu que esta era uma nova desordem
do metabolismo da fenilalanina (Phe) e a chamou de “Imbecilidade Fenilpiruvica”, a

gual, mais tarde, foi denominada de “Fenilcetonuria” ( Penrose & Quastel, 1937). O

10



nome da doenca deriva do alto nivel de fenilpiruvato, uma fenilcetona, encontrado na

urina das criancas afetadas.

O defeito metabdlico foi detectado por Jervis, em 1947, que mostrou que a
Phe proveniente da dieta ndo era convertida em tirosina (Tyr) nestes pacientes.
Aproximadamente nessa época, a relacdo entre a reducdo da ingesta de Phe e o
aumento do prognostico foi demonstrada (Bickel et al., 1953). O sistema enzimético
da conversdo da Phe em Tyr foi descrito em 1952 por Udenfriend e Cooper. O
pediatra canadense Robert Guthrie desenvolveu testes de “screening” para PKU (
Guthrie & Susi, 1963; Koch, 1997). No final dos anos 1970, varios grupos
comecaram a investigar a base molecular da PKU. O mais notavel recente avanco
no estudo da PKU foi o estabelecimento, em 1996, do PAH (fenilalanina hidroxilase

hepatica) Mutation Analysis Consortium Database (Hoang et al., 1996).

V.2.2 - Conceito e Frequéncia

A PKU é transmitida por heranca autossémica recessiva o que significa um
risco de recorréncia para a prole de 25% a cada gestacdo de um casal heterozigoto
portador. Em individuos homozigotos, a atividade enzimatica pode estar bastante
reduzida ou ausente. Os heterozigotos, que representam cerca de 1,5% da
populacdo tipica, ndo manifestam a doenca, pois um alelo normal determina a
sintese suficiente da enzima (Marzzoco & Torres, 1990). A incidéncia da PKU na
populacdo caucasiana estd entre 1 em 10.000 e 1 em 15.000 pessoas havendo
variabilidade na incidéncia em varios paises e regides. Na América Latina, a PKU é
o EIM mais frequente diagnosticado o que ocorre ndo somente devido a sua elevada
frequéncia, mas pela simplicidade da técnica diagnéstica e pelos avangos nos
programas de rastreamento neonatal (Giuliani & Coelho, 1997).

11



A doenca € caracterizada bioquimicamente pela auséncia ou deficiéncia da
atividade da enzima hepato-especifica fenilalanina hidroxilase (PAH) ou, mais
raramente, do seu cofator, a tetraidrobiopterina (BH4), levando ao acumulo de Phe
e dos metabolitos derivados do seu catabolismo no sangue e outros tecidos, bem
como sua excrecdo em grande quantidade pela urina. Hiperfenilalaninemia (HPA) é
0 nome genérico dado a diferentes distirbios caracterizados por elevados niveis de
Phe no sangue. As HPA podem ser classificadas de acordo com o nivel sérico de

Phe ou com a tolerancia a Phe da dieta podendo ser divididas em:

a) Hiperfenilalaninemia Persistente Benigna: condicdo na qual os niveis
de Phe no sangue permanecem entre 2 e 6 mg/dL, sem prejuizo ao paciente, e a
atividade da PAH é em torno de 1 a 5% do normal (Smith & Lee, 2000);

b) Hiperfenilalaninemia Temporaria: condicdo transitéria causada pela
imaturidade temporaria da PAH caracterizada por niveis plasmaticos elevados de
Phe apds o nascimento que regridem apds poucas semanas de vida poés-natal
(Smith & Lee, 2000; Scriver et al., 2001);

C) Fenilcetonuria Materna: sindrome teratogénica em filhos de maes
fenilcetonuricas que apresentaram niveis plasmaticos de Phe elevados durante a
gestacdo. E caracterizada por baixo peso ao nascimento, microcefalia, retardo
mental e dismorfias faciais ( Clarck, 1996; Lyon et al., 1996);

d) Fenilcetonuria Classica (PKU): condicdo causada pela deficiéncia da
PAH na qual os niveis plasmaticos de Phe sdo costumeiramente superiores a 10

mg/dL e a atividade enzimatica € menor que 1% do normal (Smith & Lee, 2000).

12



V.2.3 — Metabolismo da L-Fenilalanina e Fenilalanina Hidroxilase
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Figura 1. Metabolismo da Fenilalanina (Phe) em humanos. A ingesta de Phe é
através da dieta e ela é reciclada através do “pool” de aminoacidos. A hidroxilagcao
de Phe pela PAH com seu cofator BH4, na presenca de oxigénio (O,) molecular,
produz Tyr. O metabolismo alternativo de L-Phe por descarboxilacdo ou
transaminacdo produz varios metabolitos que sdo excretados na urina (Scriver &

Kaufman, 2001).

L-fenilalanina € um aminoacido nutricionalmente essencial e indispensavel
para a sintese proteica em tecidos de mamiferos (Womack & Rose, 1934).
Normalmente, 75% da Phe é convertida em Tyr por hidroxilacdo (Moss &
Schoenheimer, 1940; Grau & Steele, 1954) e 25% € incorporada a proteinas. Como
a principal via catabdlica da Phe estd afetada na PKU, pacientes afetados pela
doenca apresentam niveis sanguineos de Phe até 20 vezes maiores que o0 normal.
Além do acumulo de Phe decorrente da auséncia ou deficiéncia da atividade da
PAH, ocorrem reacfes paralelas como a transaminacdo da Phe com o piruvato

produzindo o metabdlito fenilpiruvato. Além disso, ocorre a diminuicdo do produto
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Tyr, responsavel pela biossintese de diversos neurotransmissores, como a
dopamina e a norepinefrina (Scriver & Kaufman, 2001)(Figura 1).

Enquanto a para-hidroxilagdo de Phe é essencial para a ruptura do anel
benzénico (Figura 2), ela ndo é requerida para o futuro metabolismo da cadeia
lateral de alanina (Kaufman, 1999). Esta rota alternativa de transaminacdo e
descarboxilagdo leva a formacdo de metabdlitos tais como fenilpiruvato
(transaminacao), feniletilamina (descarboxilacdo) e os derivados do fenilpiruvato:

fenilactato e o-hidroxifenilacetato que séo excretados na urina (Figura 1).

OH OH
o PAH + BH, o

=

NH - - NH,
? 0, OH

L-Phe L-Txr
Figura 2. A conversdo de Fenilalanina(Phe) a Tirosina(Tyr). E via uma rota
envolvendo a para-hidroxilagdo do benzeno pela PAH, o cofator BH; e 0o O

molecular (Williams et al., 2008).

Phe, tetraidrobiopteridina (BH,) e oxigénio (O,) estdo envolvidas na reacdo de
hidroxilacdo da Phe. Além de nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido (NADH) e
um mecanismo que envolve a fosforilacdo e desfosforilacdo (Udenfriend & Cooper,
1952; Scriver & Clow, 1980). Os produtos séo Tyr, diidropteridina (gBH,) e agua
(H20). A gBH, é uma substancia instavel e portanto pode sofrer um rearranjo e
formar o tautémero 7,8 diidropteridina e, através da diidrofolato redutase, reconstituir
a BH4;. PAH pode ser dividida em um numero de dominios funcionais (Figura 3). O
dominio regulatério contém um residuo de serina que é considerado estar envolvido

na ativacdo pela fosforilagdo. O dominio catalitico contém uma por¢ao principal de
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26 ou 27 aminoacidos responsaveis pelo cofator e ferro férrico ligado. O dominio C-
terminal é considerado ser associado com inter-subunidade de ligacédo (Hufton et al.,

1995).

Regulatory domain
(1-142)

Tetramerization

domain
(411-452)

Catalytic domain
(143-410) C

Figura 3. A estrutura de dominio de Fenilalanina Hidroxilase(PAH). Cada
subunidade de PAH é classificada em trés dominios funcionais que estao envolvidos
com regulacéo, atividade catalitica e subunidades de ligacdo (Erlandsen & Stevens,

1999 em Williams et al., 2008).

V.2.4 — Genética da PKU

O gene da PAH humana esta localizado no cromossomo 12g23.2, contém
aproximadamente 171kb e 13 exons (Konecki et al., 1992; Lidsky et al., 1985). O
DNA funcional contém aproximadamente 2,4kb e codifica a sintese de um
polipeptideo de 452 aminoé&cidos, cuja sequéncia € quase idéntica a da proteina
PAH humana, indicando uma pequena modificacdo poés-traducional (Lidsky et al.,
1985). HPA pode ser causada por mais de 500 mutacdes do “locus” na PAH, que
resultam na PKU, ou por varias mutacdes em outros “loci” que afetam a sintese e a

regeneracao de BH,, resultando em uma HPA n&o PKU (Scriver & Kaufman, 2001).

15



V.2.5 — Diagnostico

A PKU foi o primeiro EIM incluido em triagem neonatal no mundo desde o
final dos anos 1960, seguindo o desenvolvimento do ensaio bioquimico de Guthrie
para diagnostico de PKU e diversas outras doencas (Muchamore et al., 2006). No
Brasil, o Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN), implantado em 2001, j&

esta presente nos 27 estados. A PKU faz parte da triagem em todos eles.

O diagnéstico da HPA 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 em neonatos € menor que 150 umol/L e levemente
menor (< 120pumol/L) em criangas mais velhas (Scriver & Kaufman, 2001). Das
criancas com HPA persistente, mais de 98% tém a condi¢cdo devido a mutacdo do
“locus” na PAH (Scriver & Kaufman, 2001). O diagnostico pode ser confirmado pela
determinacao fluorimétrica da Phe no soro (Thompson & Thompson, 1988) ou ainda
por cromatografia de troca ibnica através de analisadores de aminoacidos ou por
cromatografia liquida de alta performance. O diagnostico diferencial da PKU para
outras desordens de sintese e reciclagem de BH,4, importante para instituicdo do
tratamento adequado, pode envolver varios testes incluindo testes de carga de BHy,
medida plasmatica e na urina de metabdlitos da proteina e metabdlitos
neurotransmissores bem como medida de tracos sanguineos de diidropteridina
redutase (Scriver & Kaufman, 2001). A medida direta da atividade da enzima (PAH,
4a-carbinolamina desidratase) requer biopsia do tecido hepatico (Williams et al.,

2008).
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V.2.6 — Aspectos Clinicos

Os pacientes fenilcetondricos sdo normais ao nascimento, mas 0s problemas
neuroldgicos podem surgir nos primeiros meses da vida, caso ndo recebam o
tratamento recomendado (Cooper, 2000). A PKU caracteriza-se clinicamente por um
grupo de sinais e sintomas de manifestacao varidvel: eczema, dificuldade para andar
e falar, hipopigmentagcdo da pele, atraso do desenvolvimento psicomotor,
convulsdes, hiperatividade, reduzida performance em testes de atencao e em escala
de QI, comportamento agressivo, hipotonia muscular, tremores, microcefalia,
epilepsia, hipoplasia dentaria, descalcificagdo dos ossos longos, retardo do
crescimento e anormalidade do eletroencefalograma (EEG) e de imagens por
ressonancia magnética (MRI) diretamente relacionadas com a concentragcao
sanguinea de Phe (Fois et al., 1955; Paine, 1957; Poley & Dumermuth, 1968;

Nyhan, 1979; Pietz et al., 1993; Thompson et al., 1993; Moyle et al., 2007).

V.2.7 — Aspectos Fisioldgicos

A deterioracdo mental e as alteracfes do tecido nervoso dos pacientes com
PKU foram anteriormente relacionadas com possiveis efeitos toéxicos do fenilpiruvato
(Silberberg, 1967) e do fenilacetato (Fulton et al.,, 1980). O aumento dos niveis
circulantes de Phe em pacientes fenilcetonudricos limitaria o transporte de Tyr e
triptofano (precursores de neurotransmissores), por competicdo pelo sistema de
transporte, entre eles o sistema L, na barreira hemato-encefalica (Laterra &
Godstein, 1993), diminuindo sua disponibilidade para a sintese de neuropeptideos
ou conversao a aminas biogénicas (Nadler & Hsia, 1961; Oldendorf, 1973; Wurtman
et al., 1980).

Muitos trabalhos tém imputado a Phe o principal papel na génese da

disfuncao cerebral (Scriver & Kaufman, 2001) demonstrando que Phe interfere em
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varios sistemas enzimaticos influenciando na neurotransmisséo glutamatérgica, na
sintese de neurotransmissores e de colesterol (Glushakov et al., 2003, 2005; Joseph
& Dyer, 2003; Schefer et al.,, 2000), na sinaptogénese, na atividade da piruvato
guinase e no metabolismo da glicose (Pietz et al.,, 2003; Hoérster et al., 2006;
Hasselbalch et al., 1996; Rech et al., 2002; Costabeber et al., 2003). Evidéncias da
alteracdo de varios parametros de producdo de espécies reativas de nitrogénio e
oxigénio e atividade antioxidante pelo acumulo de Phe em varios modelos de HPA e
PKU levaram diversos pesquisadores a presumir que o estresse oxidativo esta
envolvido na fisiopatologia do dano tecidual dos pacientes com PKU (Colomé et al.,
2003; Artuch et al., 2004; Hagen et al., 2002; Sirtori et al., 2005; Sitta et al., 2006;
Martinez-Cruz et al., 2002; Sitta et al., 2009; Moraes et al. 2010; Fernandes et al.,

2010).

V.2.8 = Tratamento

A triagem neonatal permite um tratamento dietético precoce (dieta com baixo
contetudo de Phe) que previne a maioria das anormalidades neuroldgicas (Van der
Knaap & Valk, 2005). Ha propostas de objetivos no que diz respeito a concentracao
sanguinea de Phe durante o tratamento: do nascimento aos 8 anos, Phe entre 100 e
350 umol/L; criangas mais velhas e adultos, Phe < 700 pmol/L (Australian Society for
Inborn Errors of Metabolism, 2005; Blau & Burgard, 2006).

Novas possibilidades tém sido introduzidas no manejo da PKU , tais como
grande numero de aminoacidos neutros, tetraidrobiopterina e, potencialmente,
fenilalanina aménia liase ou terapia génica (Feillet & Agostini, 2010).

Alguns estudos apontam que uma dieta considerada relativamente baixa em
Phe e as vantagens e desvantagens desta alimentacdo em pacientes com PKU
poderia ser cuidadosamente avaliada. Uma préatica aproximada disto seria permitir

300 — 400 mL de leite humano por dia, embora a tolerancia individual devesse ser
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estritamente monitorada. Similares arranjos tém sido sugeridos para manejo da PKU
alternando alimentos infantis, leite materno humano e produtos livres de Phe (van

Rijn et al., 2003).

V.3 — Membéria e Aprendizagem

A habilidade dos animais de recordar experiéncias e de modificar seu
comportamento de acordo com a natureza de suas experiéncias claramente se
classifica como um dos mais excitantes fenbmenos da biologia (McGauch, 1966).

A aprendizagem e a memoria sdo propriedades fundamentais do sistema
nervoso central, sendo que ambas estdo intimamente relacionadas. Os individuos
apresentam capacidade de adaptacdo e modificacdo de seu comportamento quando
expostos a novas experiéncias, e a capacidade de aprender e recordar eventos
depende das modificacbes induzidas no sistema nervoso pela percepcdo destes
eventos ( Ramon & Cajal, 1911).

Memoérias de longo prazo (LTM — long-term memory) ndo sdo estabelecidas
imediatamente depois que elas sdo adquiridas. Sua consolidacdo requer uma
variedade de processos moleculares ritmados nos neurénios que fazem a memodria.
Estes processos sequenciais estdo ligados um ao outro em uma rota complexa
(Izquerdo & McGauch, 2000; Izquerdo & Medina, 1997). Eles tém sido melhor
estudados na subregido CA1 do hipocampo, que esta envolvida na maioria, sendo
em todas as formas de memoria explicita ou declarativa em mamiferos (Izquerdo &
McGauch, 2000; Izquerdo & Medina, 1997; Squire, 1992; Taubenfeld et al., 1999).

A memdria, como um processo dinamico, pode ser dividida em quatro etapas:

1. Aquisicdo da informacéo através da exposicdo a experiéncia, interna ou
externa ao individuo. Processo automatico que consta essencialmente da

associacdo de estimulos e respostas entre si. Este processo associativo (ou nao)
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inicial € intenso e se manifesta no fato de ser a memadria de uma experiéncia recém-
vivida, que geralmente é fiel e precisa ao estimulo que conduziu sua criacao.
Entretanto, com o passar do tempo, esta intensidade e claridade podem sofrer um
decréscimo (Cammarota, 1998). N&do recordamos tudo o que nos sucede, sO
guardamos aquilo que, por determinadas circunstancias, individuais e do contexto,
parecem ser determinantes para nos capacitarmos a recordar (Luft, 2007).

2. Consolidacéo é a fase do processamento da memdria em que a mesma
se mostra mais labil e mais susceptivel a modificacBes através da filtracéo e fixacao
progressiva das informagcbes adquiridas (McGauch, 2000). Os processos
moleculares que delineiam as mudancas sinapticas necessarias para formacao da
memoaria incluem dois picos do aumento da atividade da proteina quinase AMPc-
dependente, fosforilacdo do fator de transcricdio CREB;, ativacdo génica e sintese
proteica (Bernabeu et al., 1997; Cammarota et al., 2000; Izquierdo & McGaugh,
2000; Izquierdo & Medina, 1997; McGaugh, 2000; O’'Connell et al., 2000; Taubenfeld
et al., 1999). O primeiro destes picos ocorre nos primeiros cinco minutos depois do
treino, e 0 segundo, que depende do primeiro, ocorre 2-6 horas depois em ratos
(Bernabeu et al., 1997; Cammarota et al., 2000; Taubenfeld et al., 1999; Vianna et
al., 1999, 2000), em pintos (Rose, 2001), e nos caranguejos (Locatelli et al., 2002).

3. O armazenamento das memdrias consolidadas garante sua preservacao
como tal permanecendo de uma maneira mais ou menos estavel com o passar do
tempo (Izquerdo, 1989; McGauch, 1966, 2000). Independente do lugar onde se
conservam estas memodrias, pois ha questdes que ainda ndo possuem respostas
definitivas, é indiscutivelmente certo que estas s6 nos valem se pudermos resgata-
las (Izquerdo, 2002).

4. A evocacao é a Unica maneira de estudar e avaliar 0 armazenamento de
memorias, observando a mudanca de comportamento do animal devido ao processo

de memorizagéo (Izquerdo et al., 1998, 2000; Viana, 2000a).
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A consequéncia dos trés processos envolvidos na memoria seria uma
aprendizagem que se manifesta por um novo comportamento ou a modificagdo de
um pré-existente. Entretanto, a maioria dos estudiosos restringe o processo da
aprendizagem somente a aquisicdo de novos conhecimentos, enquanto que a
memoria seria a retengcdo dos mesmos (Izquerdo et al., 1992; Kandel & Squire,
2000; Morgado, 1999). Por definicdo, ndo ha aprendizagem sem memoria € nem
memoéria sem aprendizagem. Devido a dificuldade e as muitas controvérsias para

definicdo literal da aprendizagem, tem-se optado por um termo geral que é

plasticidade.

V.3.1 — Plasticidade Sinaptica e Memoéria

As alteracdes observadas no processo de aprendizagem e memaria ocorrem
devido a plasticidade neural, fendbmeno caracteristico do sistema nervoso central
(Ramon & Cajal, 1911).

O conceito de plasticidade € extremamente amplo, incluindo todas as formas
de reorganizacdo duradoura que ocorrem em um cérebro maduro. Essas
reorganizacdes podem ser observadas sobre os aspectos fisiologicos (propriedades
funcionais adquiridas pelos neurdnios), morfolégicos (morfologia e ultraestrutura
neural e glial) ou bioquimicos (atividades enzimaticas, transducdo do sinal e
mudancas na expressdo génica). Referem-se a alteracdes estruturais e funcionais
nas sinapses como resultado de processos adaptativos do organismo. Estas
adaptacdes promovem alteracdes na eficiéncia sinaptica e podem aumentar ou
diminuir a transmissdo de impulsos com a consequente modulacdo do
comportamento (Au Lois et al., 1997; McMahon & Barrionuevo, 2002).

O cérebro tem a extraordinaria capacidade de desenvolver respostas
plasticas durante longos periodos, podendo durar por toda a vida, sendo que a

plasticidade funcional esta acoplada a mudancas estruturais de longa duracéo (Au
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Lois et al., 1997). Estudos demonstraram que o SNC pode exibir plasticidade
sinaptica sutil e especifica em resposta a uma dada atividade como, por exemplo, o0

aprendizado de uma nova tarefa (Cotman, 1998).

V.3.2 — Extingéo ou Inibicdo de Memorias

Horas, dias e até anos depois, outros processos podem contribuir para dar as
memoérias forma final. Estes processos incluem extincao, esquecimento (Vianna et
al., 2001), reaprendizagem e adi¢do ou redistribuicdo da informag&o, mistura com
outras memoarias. Enquanto alguns destes eventos tém também sido interpretados
como uma forma de consolidagdo (Squire, 1992), € mais comum reservar esta
palavra para designar os eventos que delineiam os processos que ocorrem nas
primeiras horas depois da aquisicéo (Izquierdo & McGaugh, 2000; McGaugh, 2000).

Quando descreveu o processo de extingdo, Pavlov ja sugeria que este
constituia um novo aprendizado. Atualmente, evidéncias experimentais de diferentes
origens reforcam os preceitos de Pavlov (1927) e Knorski (1948) e sugerem que as
memoarias formadas para o aprendizado original e para 0 comportamento resultante
do processo de extingdo sdo armazenadas paralelamente e evocadas
preferencialmente de acordo com a relacdo de hierarquia ultimamente estabelecida
entre elas (Rescorla, 1988; Pearce & Bouton, 2001; Bouton, 2002).

Por constituir um novo aprendizado, o processo de extincdo potencialmente
envolve substratos neuroanatdmicos, celulares e moleculares similares aqueles
inicialmente recrutados para o0 condicionamento associativo. Demonstracdes
experimentais sugerem que diferentes tipos de paradigmas de aprendizado
envolvem diferentes estruturas cerebrais para o condicionamento inibitério que
envolve o processo de extingdo, alguns paralelos e coexistindo com aqueles

envolvidos no condicionamento excitatorio original (Chan et al., 2001; Dudai, 2003).
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V.3.3 - O papel do Hipocampo na Formacao e na Extincdo da Memdéria

O hipocampo € apontado como estrutura central no processamento de
informacgdes contextuais e € crucial para a aquisicdo, consolidacdo e evocacdo de
memorias aversivas baseadas no condicionamento associativo (Phillips & Le Doux,
1992; Eichenbaum, 1996; Lorenzini et al., 1996; Izquerdo & Medina, 1997).

O hipocampo processa a informacao recentemente adquirida por um periodo
de semanas ou meses e, apos, transfere-a para areas especificas do cértex cerebral
para um armazenamento mais prolongado (Baddeley, 1997). Esta estrutura tem
conexdes com a amigdala e o septo medial, cortex entorrinal, cortex pré-frontal e
cortex parietal associativo (Hyman et al., 1990). Todas estas areas sdo essenciais

para formagao das memorias declarativas (Figura 4).

Cortex

Parietal
Frontal
Septum  se—
Cortex
Entorrinal
Amigdala

Figura 4. Mapeamento das principais éareas cerebrais envolvidas no

processamento de memarias declarativas. (Adaptado de Izquerdo, 2002).
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O papel central do hipocampo nos processos cognitivos estende-se ao
fenbmeno de extincdo como foi demonstrado ha varias décadas por Douglas (1967)
e Kimble (1968), utilizando lesGes hipocampais que prejudicavam a inibicdo de
comportamentos aprendidos previamente em roedores e replicadas mais tarde por

Benoit e colaboradores (1999).

V.4 — Tarefa Comportamental

V.4.1 — Campo Aberto (Open Field Task)

A habilidade de habituar-se a um novo meio ambiente, uma medida da
aprendizagem/memoaria, € determinada pela exposicdo de animais (ratos Wistar) a
um campo aberto (open field task) em duas consecutivas sessdes de cinco minutos
de treino e teste espacadas em 24 horas. Isto permite a compreensao e analise da
variagdo dos parametros comportamentais conhecidos por serem indicativos do
comportamento exploratorio e da emocionalidade.

Parametros como o numero de cruzamentos de quadrados com as quatro
patas, o numero de “rearings”, o tempo de laténcia para iniciar a exploragdo do novo
meio ambiente, 0 numero de “groomings” e o numero de bolos fecais sédo registrados
por um observador sem informacédo de condi¢cdes subjetivas (Walsh & Cummins,
1976). O numero de cruzamentos é indicativo da atividade motora e sua reducéo ao
longo das sessoes, uma medida de habituacdo. A redu¢do do numero de “rearings”
através das sessdes também é considerada uma medida de habituacdo. O niamero
de “groomings” e de bolos fecais e tempo de laténcia sdo expressbes da
emocionalidade (Archer, 1973; Elias et al., 1975; Ohl et al., 2001).

Cada animal é testado somente uma vez, tanto que diferentes tratamentos
requerem diferentes grupos de animais. O aparato consiste em uma caixa medindo

60X40X50cm com um vidro na parede frontal. O piso é dividido em 12 quadrados
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iguais por linhas pretas. Os animais sdo gentiimente colocados no quadrante
esquerdo de tras, o crondbmetro é acionado e 0s parametros comportamentais
destacados passam a ser observados e registrados durante o tempo de cinco

minutos (Walsh & Cummins, 1976).

V.5 — Estresse Oxidativo

V.5.1 — Radicais Livres

Um radical livre (RL) € uma estrutura quimica que possui um elétron
desemparelhado, ou seja, ocupando um orbital atdbmico ou molecular sozinho. Isto o
torna muito instavel, extraordinariamente reativo e com uma capacidade enorme
para combinar-se inespecificamente com as diversas moléculas integrantes da
estrutura celular e derivados de cada uma delas (Halliwell & Gutteridge, 2007,
Southorn & Powis, 1988).

Os sistemas biolégicos sdo expostos a radicais livres que sao formados
endogenamente (subprodutos do metabolismo aerdbico) ou que séo resultados de
influéncias externas, como a radiacdo ionizante e a exposicdo a radiacao
eletromagnética (Southorn & Powis, 1988; Wolf, 2001).

Em condicGes fisiologicas do metabolismo celular aerébico, o O, molecular
sofre reducdo tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons, resultando na
formacdo de H,O. No entanto, aproximadamente 5% do O, utilizado na cadeia

respiratéria mitocondrial ndo € completamente reduzido a H,O, podendo ser

convertido a intermediarios reativos como os radicais superoxido (O,") e hidroxila

(OH") e também o perodxido de hidrogénio (H20-), processo exacerbado inclusive em

condicdes fisioldgicas (Bovoris & Chance, 1973).
Espécies reativas do oxigénio (ERO) é um termo genérico que inclui radicais
do oxigénio e certos nao radicais que sao agentes oxidantes e/ou séo facilmente
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convertidos a radicais (acido hipocloroso (HOCI), acido hipobromoso (HOBr), 0z6nio
(O3), peroxinitrito (ONOQO), O,", H,0,). Em outras palavras, todos radicais de O, sao

ERO, mas nem todas ERO séao radicais de O,. Espécies reativas do nitrogénio
(ERN) é também um termo coletivo incluindo radicais de 6xido nitrico e didéxido de
nitrogénio, bem como nao radicais, tais como acido nitroso (HNO;) e tetréxido
dinitrogénio (N2O,). Reativo ndo é sempre um termo apropriado: H»O,, oxido nitrico
(NO) e O reagem rapidamente com umas poucas moléculas, jA OH reage

rapidamente com quase todas. Outras espécies reativas tém intermediarios reativos

(Halliwell & Whiteman, 2004).

V.5.2 — Defesas Antioxidantes

Halliwell e Gutteridge (1996) definiram um antioxidante como qualquer
substancia que, quando presente a baixas concentra¢des, quando comparadas com
aquela de um substrato oxidavel, significantemente diminui ou previne a oxidagao
daquele substrato.

O estresse oxidativo resulta de um desequilibrio entre as defesas
antioxidantes totais e as espécies reativas geradas no tecido (Halliwell & Gutteridge,
2007). Para evitar o dano celular que pode ser causado pela formacédo de espécies
reativas, os sistemas biolégicos desenvolveram mecanismos de defesa antioxidante,
gue podem ser enzimaticos e nao-enzimaticos, convertendo-as em derivados
inativos (Halliwell, 2001). As enzimas antioxidantes agem impedindo a sua geracao
bem como as removendo. Dentre os principais antioxidantes enzimaticos estdo a
enzima superoxido dismutase (SOD), que catalisa a dismutacdo de dois radicais
superoéxido formando peroxido de hidrogénio (H.0,) e O,, a enzima catalase, que &
responsavel pela degradacdo de H,0O, formando H,O e O, , e a enzima glutationa

peroxidase (GSH-Px) que catalisa a decomposicao de hidroperdxidos utilizando a
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glutationa reduzida (GSH) como substrato para formar glutationa oxidada (GSSG) e
o produto de reducao do hidroperdxido. Fisiologicamente, a GSH-Px atua acoplada a
enzima glutationa redutase (GR) que, por sua vez, catalisa a reducdo de GSSG,
usando nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH) como
coenzima (Halliwell, 2001; Bonnefoy et al., 2002; Salvador & Henriques, 2004).
(Figura 5).

Além das enzimas antioxidantes, o organismo tem a capacidade de sintetizar
compostos ndo-enzimaticos que apresentam, direta ou indiretamente, grande
capacidade de defesa antioxidante, atuando a fim de manter o estado de equilibrio
celular. S&o exemplos deles: bilirrubina, acido darico, melatonina, estrogeno e
glutationa (Halliwell & Gutteridge, 2007). Alguns antioxidantes ndo podem ser
sintetizados pelo organismo, devendo ser ingeridos na dieta. Dentre estes
antioxidantes nao-enzimaticos, pode-se citar vitaminas, como A,C,E, riboflavina e

tiamina e os polifendis (Salvador & Henriques, 2004).
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Figura 5 . Reducado do oxigénio a agua. (Adaptado de Smith; Marks & Lieberman,

2007).
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V.5.3 — Estresse Oxidativo

Em esséncia, o termo estresse oxidativo se refere a um sério desequilibrio
entre producdo de espécies reativas e defesas antioxidantes. Sies (1991) definiu o
estresse oxidativo como uma desordem no balango pré-oxidante-antioxidante em
favor do anterior, levando ao potencial dano. O estresse oxidativo pode resultar de
duas condi¢bes associadas ou nao:

a) Niveis diminuidos de antioxidantes, por exemplo, mutacdes afetando as

atividades de enzimas de defesa antioxidante tais como cobre zinco superéxido
dismutase (CuzZnSOD), ou GSH-Px, ou toxinas que depletam defesas antioxidantes.
Por exemplo, muito xenobioticos sdo metabolizados por conjugacdo com GSH; altas
doses podem depletar GSH e causar estresse oxidativo ainda se o xenobiotico nao
for ele mesmo o gerador de espécies reativas. Deficiéncias de minerais na dieta, por
exemplo, zinco (Zn*"), magnésio (Mg®"), ferro (Fe®"), cobre (Cu®") e selénio (Se) e/ou
antioxidantes podem também causar estresse oxidativo.

b) Aumento da producdo de espécies reativas, por exemplo, por exposicao

das células ou organismos a elevados niveis de O, ou a outras toxinas que sao elas
mesmas espécies reativas (por exemplo, NO,) ou sdo metabolizados para gerar
espécies reativas (por exemplo paraquat), ou ativacdo excessiva dos sistemas

“naturais” produzindo tais espécies (por exemplo, ativacdo inapropriada de células

fagocitarias em doencas inflamatoérias crénicas) (Halliwell & Whiteman, 2004).

V.5.4 — Dano Oxidativo
Dano oxidativo € o dano biomolecular que pode ser causado pelo ataque
direto de espécies reativas durante o estresse oxidativo (Figura 6) tendo como

consequéncias:
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a) Adaptacdo de células ou organismo por auto-regulacdo de sistemas de

defesa, que podem (a) proteger completamente contra o dano; (b) proteger contra o
dano por alguma extensao, mas ndo completamente; ou (c) “sobreproteger” (a célula
€ resistente a niveis mais altos de estresse oxidativo impostos subsequentemente).

b) Injuria celular: isto envolve o dano oxidativo a algum ou todos alvos

moleculares: lipideos, DNA, proteinas, carboidratos, etc. O dano oxidativo pode
também ocorrer durante a adaptacdo. Nem todo dano causado pelo estresse
oxidativo € dano oxidativo: dano as biomoléculas pode resultar de mudancas
relacionadas ao estresse oxidativo no nivel de fons, célcio (Ca?"), por exemplo, ou
ativacao de proteases, por exemplo.

c) Morte Celular: a célula pode (a) recuperar-se do dano oxidativo

reparando-o ou repondo as moléculas danificadas, ou (b) ela pode sobreviver com
dano oxidativo persistente ou (c) o dano oxidativo, especialmente ao DNA, pode

provocar a morte celular, por apoptose ou necrose (Halliwell & Whiteman, 2004).
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Figura 6. Dano celular mediado por radicais livres. O superéxido e o radical
hidroxil iniciam a lipoperoxidagdo nas membranas celular, mitocondrial, nuclear e do
reticulo endoplasmético. O aumento da permeabilidade celular provoca o influxo de
Ca?* o qual causa dano mitocondrial adicional. Os grupamentos sulfidril de cisteina e
outros residuos de aminoécidos nas proteinas sdo oxidados e degradados. O DNA
nuclear e o mitocondrial podem ser oxidados, resultando em quebras de fita e outros
tipos de danos. As ERN (NO, NO; e peroxinitrito) tém efeitos similares. (Adaptado de

Smith et al., 2007).
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VI. OBJETIVOS

VI. 1 - Objetivo Geral

Os trabalhos compilados nesta tese dedicaram-se a investigagéo do possivel
efeito preventivo do piruvato e da creatina sobre alteracbes comportamentais e
bioquimicas sugerindo uma possivel relacdo da aprendizagem/memdria com o
estresse oxidativo. Em estudos anteriores em nosso laboratério, as atividades das
enzimas piruvato quinase e creatina quinase apresentaram alteracdo em modelos
animais de HPA e PKU. O estresse oxidativo também foi demonstrado nos referidos
modelos. Para isso, utilizamos um modelo experimental de hiperfenilalaninemia
através da administracéo intra-hipocampal de fenilalanina a ratos Wistar adultos
atingindo niveis semelhantes aos encontrados no cérebro dos pacientes
fenilcetonuricos. A abordagem farmacologica foi associada ao paradigma
comportamental de campo aberto. Além disso, investigamos a possivel relacéo entre
as alteracbes de parametros comportamentais e as alteracdes de parametros de

estresse oxidativo.

VI. 2 — Objetivos Especificos

1. Desenvolver e aplicar modelo experimental de hiperfenilalaninemia através da
administracdo intra-hipocampal de fenilalanina a ratos Wistar adultos atingindo

niveis semelhantes aos encontrados no cérebro dos pacientes fenilcetonuricos.

2. Estudar nestes animais parametros comportamentais (tarefa de campo aberto)

e bioquimicos (estresse oxidativo).
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3. Investigar o eventual efeito preventivo da administracdo de substancias com
propriedades energéticas e antioxidantes (creatina e piruvato) sobre os parametros

comportamentais e bioquimicos alterados no modelo in vivo.
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CAPITULO |

Piruvato e creatina previnem as alteragcdes do estresse oxidativo e
do comportamento causadas pela administracao de fenilalanina no

hipocampo de ratos.

Pyruvate and creatine prevent oxidative stress and behavioral
alterations caused by phenylalanine administration into hippocampus of

rats
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Abstract Phenylketonuria is characterized by a variable
degree of mental retardation and other neurological features
whose mechanisms are not fully understood. In the present
study we investigated the effect of intrahippocampal
administration of phenylalanine, isolated or associated with
pyruvate or creatine, on rat behavior and on oxidative
stress. Sixty-day-old male Wistar rats were randomly
divided into 6 groups: saline; phenylalanine; pyruvate;
creatine; phenylalanine + pyruvate; phenylalanine + creatine.
Phenylalanine was administered bilaterally in the hippocam-
pus one hour before training; pyruvate, at the same doses, was
administered in the hippocampus one hour before phenylal-
anine; creatine was administered intraperitoneally twice a day
for 5 days before training; controls received saline solution at
same volumes than the other substances. Parameters of
exploratory behavior and of emotionality were assessed in
both training and test sessions in the open field task. Rats
receiving phenylalanine did not habituate to the open field
along the sessions, indicating deficit of learning/memory, but
parameters of emotionality were normal, not interfering in the
habituation process. Pyruvate or creatine administration
prevented the lack of habituation caused by phenylalanine.
Pyruvate and creatine also prevented alterations provoked
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by phenylalanine on lipid peroxidation, total content of
sulfhydryls, total radical-trapping antioxidant potential and
total antioxidant reactivity. The results suggest that the
behavioral alterations provoked by intra-hippocampal admin-
istration of phenylalanine may be caused, at least in part, by
oxidative stress and/or energy deficit. If this also occurs in
PKU, it is possible that pyruvate and creatine supplementation
to the phenylalanine-restricted diet might be beneficial to
phenylketonuric patients.

Keywords Phenylalanine - Behavior- Open field -
Oxidative stress - Creatine - Pyruvate

Introduction

Phenylketonuria (PKU) is an inborn autosomal recessive
disease caused by a severe deficiency of phenylalanine-4-
hydroxylase activity. This disease is biochemically charac-
terized by the accumulation of phenylalanine (Phe) and its
metabolites in blood and other tissues. The incidence in
Caucasians is approximately 1:10,000 (Scriver and Kaufman
2001).

The mechanisms of brain damage in PKU seem to be
multiple and are poorly understood, although there are
evidences suggesting that normal levels of Phe are
critical to every phase of brain development. (Scriver
and Kaufman 2001). On the basis of blood Phe concen-
trations, PAH deficiency can be classified into classic PKU
(Phe >1,200 pumol/L), mild PKU (Phe=600-1,200 umol/L)
and mild hyperphenylalaninemia (HPA), where blood Phe is
clevated above upper reference limit, but <600 umol/L. The
decreased PAH activity found in most forms of PKU and
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HPA are caused by mutations in the PAH gene, resulting in a
non-functional PAH enzyme (Williams et al. 2008).

Early detection of PKU patients through neonatal
screening allows an early dietary treatment (low-Phe diet)
which prevents most of the neurological abnormalities
(Scriver and Kaufman 2001). With good dietary control
during the first years of life, PKU children seemed to have
comparable IQs to their siblings (Berry et al. 1979; Burgard
et al. 1996; Dobson et al. 1976; Koch et al. 1984).
However, despite generally normal intellectual perfor-
mance, many PKU subjects are less competent in academic
skills, performing worse than controls of the same age in
arithmetic and language achievement (Fishler et al. 1987),
visual perception and visual-motor skills (Fishler et al.
1987, 1989; Leuzzi et al. 2004). The benefits of the Phe-
restricted, low protein diet, are clear and include: avoidance
of the main biochemical abnormality (increased Phe
concentrations), improved neurological and psychological
performance, and prevention of neurological damage.
However, dietary treatment does not come without challenges
such as: compliance with the diet, the requirement of social
support, and risk of imbalances in essential dietary nutrients
(Hanley 2004).

Treatment options for the management of phenylketonuria
(PKU; OMIM 262600) are expanding, with the introduction
of new possibilities, such as large neutral amino acids,
tetrahydrobiopterin and, potentially, phenylalanine (Phe)
ammonia lyase or gene therapy (Feillet and Agostoni 2010).

Magnetic resonance imaging (MRI) has shown white
matter lesions in the brain of adult PKU patients, the size
and number of which directly relate with blood Phe
concentration (Thompson et al. 1993). Such changes have
been reversed by lowering blood Phe levels (Cleary et al.
1995). This has led to the establishment of Phe treatment
targets (birth to 8 years, Phe 100-350 pmol/L; older
children and adults, Phe <700 umol/L) (Blau and Burgard
2006). A meta-analysis of the cognitive profile of adoles-
cents and adults with PKU compared with control subjects
showed significantly reduced Full Scale 1Q, processing
speed, motor control and inhibitory abilities, and reduced
performance on tests of attention in the PKU groups
(Moyle et al. 2007).

It has been demonstrated that glucose metabolism is
reduced in brain of PKU patients (Hasselbach et al. 1996)
and Phe inhibits the in vitro glucose uptake by rat brain
(Rodrigues et al. 1990). The inhibition of pyruvate kinase
by phenylalanine decreases glycolysis and energy produc-
tion, and alanine, a known competitor of phenylalanine on
the enzyme activity, prevents the reduction of glycolysis
and energy production caused by phenylalanine in brain
cortex homogenates from 30-day-old Wistar, probably by
preventing the enzyme inhibition provoked by the amino
acid (Liitz et al. 2003). Phe and PPA (phenylpyruvic acid)
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inhibit pyruvate kinase (PK) activity by competition with
the enzyme substrates ADP and phosphoenolpyruvate.
Pyruvate kinase plays a crucial role on the glycolytic
pathway, the main route that provides energy for brain
functioning. It is possible that a reduction of this enzyme
activity may contribute to the brain damage characteristic of
PKU (Feksa et al. 2003).

Free radicals seem to be involved in a large number of
human diseases. Increasing evidence has shown that
damage caused by free radicals is an important contributing
factor in chronic inflammatory, vascular, neoplasic and
neurodegenerative diseases, including Parkinson’s disease,
Alzheimer’s disease, strokes, multiple sclerosis, epilepsy,
etc. (Halliwell and Gutteridge 2007). The brain has
relatively low levels of antioxidant defenses, high lipid
content, specially unsaturated fatty acids and cathecol-
amines, which are highly susceptible to reactive oxygen
species (ROS) attack (Sirtori et al. 2005).

Oxidative stress was observed in some errors of
intermediary metabolism owing to the accumulation of
toxic metabolites leading to excessive free radical produc-
tion (Halliwell and Gutteridge 2007). Restricted diets also
alter the antioxidant status in some inborn errors of
metabolism (Artuch et al. 2004). In this context, oxidative
stress has been demonstrated in animal models of HPA and
PKU (Hagen et al. 2002; Ercal et al. 2002; Martinez-Cruz
et al. 2002). The in vitro effect of Phe, at similar
concentrations as to those found in the plasma of PKU
patients and higher, on lipid peroxidation (increase of
TBA-RS values) and protein oxidative damage (sulfhydryl
oxidation) in nuclei-free homogenates from the hippocampus
was verified and since the lipid oxidative damage provoked by
Phe was totally prevented by the free radical scavengers a-
tocopherol and melatonin, these effects were probably
mediated by reactive oxygen species (Fernandes et al. 2010).
Several studies have shown that enzymatic and non-
enzymatic antioxidant defenses are decreased in plasma and
erythrocytes of PKU patients, which may be due to an
increased free radical generation or secondary to the
deprivation of micronutrients which are essential for these
defenses (Ribas et al. 2011).

Pyruvate has been considered a strong antioxidant and
neuroprotector (Jagtap et al. 2003; Frenzel et al. 2005;
Hegde et al. 2010). 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 (Mazzio and Soliman 2003).

Previous studies demonstrated that Phe inhibited creatine
kinase (CK) activity (Costabeber et al. 2003) which is
mainly responsible for phosphocreatine synthesis (Khuchua
et al. 1998). Creatine is a natural ergogenic compound and
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is widely used by athletes as a food supplement to enhance
muscular performance. It also has anti-apoptotic (O’Gorman
et al. 1997), anti-excitotoxic (Xu et al. 1996), and directly
anti-oxidative properties (Lawler et al. 2002; Sestili et al.
2006), both in vitro and in vivo. Marked creatine-mediated
neuroprotection was found in rodent models of neurodegen-
erative diseases, such as Huntington’s disease, Parkinson’s
disease, or amyotrophic lateral sclerosis (Wyss and Schulze
2002; Beal 2011).

Natural dietary supplements with creatine was accompa-
nied by favorable effects on neurobehavioral functioning,
especially memory skills (Bender et al. 2008). Creatine
prevents behavioral alterations caused by methylmalonic
acid administration into the hippocampus of rats in the open
field task (Vasques et al. 2006). All these findings pinpoint
to a close correlation between the functional capacity of the
creatine kinase/phosphorylcreatine/creatine system and
proper brain function (Wyss and Schulze 2002).

Taking together these observations about creatine and
pyruvate, it is possible that these substances may prevent
the effect of phenylalanine (Phe) on creatine kinase (CK)
and pyruvate kinase activities, acting directly and/or
through oxidative stress. To test the hypothesis that
inhibition of pyruvate kinase and creatine kinase may be
partially responsible for behavior alterations caused by
intra-hippocampal Phe administration, sixty-day-old male
Wistar rats were subjected to open field task after treatment
with Phe and pretreatment with pyruvate and creatine.
Considering that Phe induces oxidative stress, we investigated
the influence of intra-hippocampal Phe administration and
pretreatment with pyruvate or creatine, on some parameters of
oxidative stress and antioxidant defenses. The hippocampus
was chosen because this structure is closely involved in
learning/memory (Izquierdo and Medina 1997).

Materials and methods
Reagents

All reagents were purchased from Sigma Chemical Co., St
Louis, MO, USA.

Animals

A total of 90 sixty-day-old male Wistar rats (180-230 g)
from our own breeding stock of the Central Animal House
of the Departament of Biochemistry, ICBS, UFRGS, Brazil,
were used for the experiments. The animals were housed
four per cage with commercial chow (Supra, Porto Alegre,
RS, Brazil) containing 20.5% protein (predominantly
soybean supplemented with methionine), 54% carbohy-
drate, 4.5% fiber, 4% lipids, 7% ash and 10% moisture and

water freely available under a 12 h light/12 h darkness
cycle (lights on at 7:00 AM) at a constant temperature
of 22+1°C. 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” (NIH
publication n® 85-23, revised 1985).

Surgical procedure

Rats were bilaterally implanted under deep anaesthesia (i.p.
administration of a mixture of ketamine and xylazine, 90
and 60 mg/Kg, respectively) with 22-gauge stainless
cannula with an inner needle guide (diameter, 0.3 mm)
aimed 1.0 above the pyramidal cell layer of the dorsal
hippocampus (coordinates A: - 4,2; L: 3,0; V: 2,5 mm),
according to Paxinos and Watson (1986). The cannula was
fixed to the skull with dental cement (Izquierdo and medina
1997). All procedures were performed under aseptic
conditions. The animals were allowed to recover unrestrained
for 2 days after surgery until the day of the experiment.

Intrahippocampal drug administration and control
of cannula placement

One hour before training, 30-gauge needle was fit into the
guide cannula protruding | mm from the tip of the cannula
in order to administer a bilateral infusion of 1 uL of 30 mM
Phe (achieving approximately 1 pM concentration in the
hippocampus), or 1.0 uL of NaCl 30 mM into the dorsal
hippocampus. The pH of each solution was previously
adjusted to 7.4 with 0.1 N NaOH. Infusions were performed at
a rate of 1 pL/min. In this form was administered 1 pL
pyruvate (30 mM). Creatine was injected ip. (0.4 g/kg) for
five days before the behavioral evaluation. At the end of the
behavioral evaluation, 2 pL of 4% methylene blue were
infused through the cannula. The animals were killed by
decapitation and the brains were removed for evaluation of
cannula placement (Izquierdo et al. 2000). Animals which
showed that diffusion was not restricted to the hippocampus
were discarded.

In the experiments designed to evaluate the effect of
pyruvate, the animals were bilaterally preinjected into the
hippocampus with 1 pL of 30 mM NaCl or 1 pL of 30 mM
pyruvate. One hour after pyruvate injection, a bilateral
infusion of 1 uL of 30 mM Phe or | uL of 30 mM Na Cl
was administered into the dorsal hippocampus.

The effect of creatine was evaluated by preinjecting
0.4 g/Kg of creatine i.p. (or NaCl 0.9 g% in the same
volume) in the animals for 5 days. One hour after the last
administration, a bilateral infusion of 1 uL of 30 mM Phe
or 1 uL of 30 mM NaCl was administered into the dorsal
hippocampus.
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All the animals were subjected to similar treatments
receiving the same number of injections in the same
volumes. Animals of the groups that did not receive
creatine received the same volume of saline through the
same via (intraperitoneal) along the treatment (5 days).
Intrahippocampal administration followed the same design:
pyruvate or Phe was substituted by the same volume of
saline.

Open field habituation

The rats’ ability to habituate to a new environment, a measure
of learnig/memory, was assessed by subjecting the animals to
two consecutive 5-min sessions (training and testing) spaced
24 hin an open field. It allows the comprehensive analysis of a
range of behavioral parameters known to be indicative of
dimensions such as exploratory behavior and emotionality.
Each animal was tested only once, so that different treatments
required different sets of rats. The rats received the last intra-
hippocampal infusion one hour before training session. The
apparatus consisted of a wooden box measuring 60x40x
50 cm with a frontal glass wall. The floor was divided into 12
equal squares by black lines. The animals were placed gently
on the left rear quadrant of the open field, and the number of
the squares crossed with the four paws, number of rearing
responses, latency time to initiate exploration of the novel
environment, number of groomings and number of fecal boli
were recorded by an observer not aware of the subject
condition (Walsh and Cummins 1976). Crossings and rear-
ings are considered exploratory behavior and fecal boli,
latency and grooming are expressions of emotionality
(Archer 1973; Elias et al. 1975). The number of squares
crossed was indicative of motor activity and its reduction
along the sessions, a measure of habituation. The reduction
in the number of rearing responses along the sessions was
considered as a measure of habituation.

Tissue preparation for oxidative stress evaluation

One hour after the last intra-hippocampal drug administra-
tion the rats were killed by decapitation without anesthesia,
and the brain was rapidly excised on a Petri dish placed on
ice. The olfactory bulbs, pons, medulla, cerebellum and
cerebral cortex were discarded and hippocampus was
dissected, weighed and kept chilled until homogenization.
Brain tissue was homogenized in 10 volumes (1:10, wA) of
20 mM phosphate buffer, pH 7.4, containing 140 mM KCI.
Homogenates were centrifuged at 750 x g for 10 min at 4°C
to discard nuclei and cell debris (Gonzalvez-Flecha et al.
1991; Evelson et al. 2001). The pellet was discarded and
the hippocampus supernatant, a suspension of mixed and
preserved organelles, including mitochondria, was separated
and used for the various analyses.

4 springer

Thiobarbituric acid-reactive species (TBA-RS)

TBA-RS measures mainly malondialdehyde (MDA), a
product of lipoperoxidation caused mainly by hydroxyls
free radicals. Hydroxyl free radicals are mainly formed
from H,O, by the iron-catalyzed Fenton reaction or by the
Haber-Weiss reaction. TBA-RS was measured according to
Ohkawa et al. (1979). Briefly, to glass tubes samples and
reagents were added in the following order: 500 uL of
tissue supernatant; 50 uL of SDS 8.1%; 1,500 uL of 20%
acetic acid in aqueous solution (v/v) pH 3.5; 1,500 uL of
0.8% thiobarbituric acid; and 700 uL of distilled water. The
mixture was vortexed and the reaction was carried out in a
boiling water bath for 1 h. The mixture was allowed to cool
on water for 5 min, and was centrifuged at 750 x g for
10 min. The resulting pink stained TBA-RS were deter-
mined spectrophotometrically at 532 nm. A calibration
curve was generated using 1,1,3,3-tetramethoxypropane as
a standard. TBA-RS were calculated as nmol of TBA-RS
per mg of protein.

Total sulfhydryl content

This assay is based on the method of Aksenov and
Markesbery (2001) where the reduction of 5,50-dithio-bis
(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) by thiols, generating a
yellow derivative (TNB) whose absorption is measured
spectrophotometrically at 412 nm. Briefly, 0.1 mM DTNB
was added to 120 ul of hippocampus supernatants. This
was followed by 30-min incubation at room temperature in
a dark room. Absorption was measured at 412 nm. The
sulfhydryl content is inversely correlated to oxidative
damage to proteins. Results were calculated as nmol of
TNB per mg of protein.

Total radical-trapping antioxidant potential (TRAP)

TRAP was determined by measuring the chemilumines-
cence intensity of luminol induced by zz’-azo-bis-(2-
amidinopropane (ABAP) thermolysis (free radical source)
in a scintillation counter (Evelson et al. 2001). After adding
3 mL of 10 mM ABAP and 10 uL of 5.6 mM luminol to
scintillation vials, the initial light intensity was obtained.
Ten microliters of 160 uM Trolox (water soluble -
tocopherol analogue) or 30 uL of samples were added to
assess their antioxidant content and at this point, the
luminescence intensity is practically abolished. The con-
sumption of active antioxidants present in samples produces
the return of the luminescence and the time required to this
was compared to those obtained employing Trolox under
identical experimental conditions. TRAP values were calcu-
lated as Trolox equivalents and were represented as nmol of
Trolox per mg of protein.
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Total antioxidant reactivity (TAR)

TAR, which represents the quality of the tissue antioxidants,
was determined by measuring the luminal chemiluminescence
intensity induced by z,z’-azo-bis-(2-amidinopropane (ABAP)
according to the method of Lissi et al. (1992). The
background chemiluminescence was measured by adding
4 mL of 2 mM ABAP (in 0.1 M glycine buffer, pH 8.6) into
a glass scintillation vial. Fifteen microliters of luminal
(4 mM) was added to each vial and the chemiluminescence
was measured. This was considered to be the basal value.
Ten microliters of 10 uM Trolox or hippocampus was then
added and the chemiluminescence was measure during 60 s.
The Trolox or supernatant addition reduces the chemilumi-
nescence. The rapid reduction in luminal intensity is consid-
ered as a measure of the TAR capacity. TAR measurement was
calculed as nmol of Trolox per mg of protein.

Protein determination

Protein concentrations were determined by the method of
Lowry etal. (1951), using bovine serum albumin as standard.

Statistical analysis

Training-test differences from the open field experiments
were analyzed by Kruskal-Wallis ANOVA followed by
Mann-Whitney U test when Kruskal-Wallis test was
significant and the results were expressed as median and
percentile 75. Data from the oxidative stress experiments
were expressed as mean + standard deviation. Assays were
performed in duplicate. Statistical analysis was performed
by two-way ANOVA and comparison between means was
performed by the Tukey test when F value was significant.
All analyses were performed through the Statistical Package
for the Social Sciences (SPSS) software. A value of p<0.05
was considered to be statistically significant.

Results

Pretreatment with creatine and pyruvate prevents the effect
of phenylalanine on the habituation of rats in the open field
task

The training-test difference of the number of crossing and
rearing responses of the animals submitted to the open field
task can be observed in Fig. 1. Statistical analysis of the
two parameters of habituation by Kruskal-Wallis ANOVA,
followed by Mann—-Whitney U test revealed a deficit in the
habituation to a novel environment of the rats infused with
phenylalanine, since this group did not reduce the number
of crossing and rearing responses at testing session
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Fig. 1 Effect of the administration of phenylalanine (Phe), pyruvate
(Pyr) and creatine (Cre), on the number of crossings (a) and rearings (b)
performed by rats on the open field. Data are median + percentile 75 of
differences between training and testing for fifteen animals in each
group. *p<0.05 compared to the other groups (Mann-Whitney U test)

compared with the other groups (p<0.05). Therefore,
pretreatment with pyruvate or creatine prevented the effect
of phenylalanine on the two parameters of habituation.
These results suggest a possible relation between the
inhibition of pyruvate kinase and creatine kinase activities
by phenylalanine and the deficit of habituation (learning/
memory) in the open field task.

Phenylalanine, pyruvate and creatine do not compromise
emotionality of the animals in the open field task

The expressions of emotionality were evaluated according
to the number of fecal boli, the latency to initiate
exploration of the novel environment and the number of
groomings of the animals subjected to the open field task
(Fig. 2). Statistical analysis of the three parameters of
emotionality did not reveal statistical differences between
groups in these parameters (P>0.05). Therefore, phenylala-
nine, pyruvate and creatine did not interfere in the
emotionality of the animals in the open field task, indicating
that the effects observed in the habituation were not due to
emotional factors.
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Fig. 2 Effect of the administration of phenylalanine (phe), pyruvate
(Pyr) and creatine (Cre) on the number of fecal boli (a), latency in
initiate the exploration (b) and number of groomings (¢) performed by
rats on the open field. Data are median + percentile 75 of differences
between training and testing for fifteen animals in each group

Pretreatment with creatine and pyruvate prevents alteration
of oxidative stress parameters caused by phenylalanine
administration into rat hippocampus

Results were compatible with oxidative stress. TRAP,
which is a measure of the concentration of nonenzymatic
antioxidant substances, mainly GSH and thioredoxin, was
increased in the hippocampus of the rats receiving Phe.
Two-way ANOVA showed a significant interaction be-
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tween Phe and creatine (F(1,22)=3.94; P<0.05) and
between Phe and pyruvate (F(1,22)=4.19; P<0.05); Tukey
test showed that Phe group was different from the other
groups, indicating that the increase of TRAP induced by
Phe was prevented by creatine or pyruvate (Fig. 3).

TAR, which is a measure of the quality of nonenzymatic
antioxidant substances, was increased by Phe administra-
tion. Two-way ANOVA showed a significant interaction
between Phe and creatine (F(1,22)=5.42; P<0.05) and
between Phe and pyruvate (F(1,22)=4.65; P<0.05); Tukey
test showed that Phe group was different from the other
groups, indicating that the increase of TAR induced by Phe
was prevented by creatine or pyruvate (Fig. 4).

TBARS, which is a measure of lipoperoxidation, was
decreased by Phe administration. Two-way ANOVA
showed a significant interaction between Phe and creatine
(F(1,20)=6.19; P<0.05) and between Phe and pyruvate
(F(1,20)=6.73; P<0.05); Tukey test showed that Phe group
was different from the other groups, indicating that the
increase of TRAP induced by Phe was prevented by
creatine or pyruvate (Fig. 5).

Total sulthydryl groups, which is a measure of GSH,
thioredoxin and thiol-groups of proteins, was increased in
the hippocampus of the rats receiving Phe. Two-way
ANOVA showed a significant interaction between Phe
and creatine (F(1,22)=5.12; P<0.05) and between Phe and
pyruvate (F(1,22)=4.59; P<0.05); Tukey test showed that
Phe group was different from the other groups, indicating
that the increase of TRAP induced by Phe was prevented
by creatine and pyruvate (Fig. 6).

Discussion

A meta-analysis of the cognitive profile of adolescents and
adults with PKU compared with control subjects showed
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Fig. 3 Effect of pyruvate (Pyr) and creatine (Cre) on the increase of total
radical-trapping antioxidant potential (TRAP) caused by intrahippocam-
pal administration of phenylalanine (Phe). Data are mean + SD of 6
8 independent experiments performed in triplicates and are expressed as
nmol of Trolox per mg of protein. *P<0.05 (Tukey’s test)

40



Metab Brain Dis

1207

10¢

Sal Phe Cre Cre+Phe Pyr Cre+Phe

Fig. 4 Effect of pyruvate (Pyr) and creatine (Cre) on the increase of
total antioxidant reactivity (TAR) caused by intrahippocampal
administration of phenylalanine (Phe). Data are mean + SD of 6—
8 independent experiments performed in triplicates and are expressed
as nmol of Trolox per mg of protein. *P<0.05 (Tukey’s test)

significantly reduced Full Scale IQ, processing speed,
motor control and inhibitory abilities, and reduced perfor-
mance on tests of attention in the PKU groups (Moyle et al.
2007). However, despite the intensive studies, the mecha-
nism by which the aberrant Phe metabolism leads to
intellectual impairment is yet to be explained. A better
understanding of the biochemistry, genetics and molecular
basis of PKU, as well as the need for improved treatment
options, has led to the development of new therapeutic
strategies. The present work describes that 1 mM intra-
hippocampal concentrations of Phe, the principal metabolite
accumulating in PKU, cause deficit of learning/memory of
rats in a behavioral task, and that this deficit can be
prevented by pyruvate and creatine.

Animals receiving intrahippocampal infusion of Phe one
hour before training presented no habituation as revealed by
the lack of reduction of exploratory activity (rearing and
crossing responses) along sessions in the open field task,
whereas the controls (NaCl-infused animals) showed
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Fig. 5 Effect of pyruvate (Pyr) and creatine (Cre) on the diminution of
thiobarbituric acid-reactive substances (TBA-RS) caused by intra-
hippocampal administration of phenylalanine (Phe). Data are mean +
SD of 6-8 independent experiments performed in triplicates and are
expressed as nmol of TBA-RS per mg of protein. *P<0.05 (Tukey’s test)
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Fig. 6 Effect of pyruvate (Pyr) and creatine (Cre) on the increase of
total sulfhydryls caused by intrahippocampal administration of
phenylalanine (Phe). Data are mean + SD of 6-8 independent
experiments performed in triplicates and are expressed as nmol of
TNB per mg of protein. *P<0.05 (Tukey’s test)

normal habituation. In the open field, rats present an
exploratory behavior consisting of increased motor activity
and rearing responses when first exposed to the box
(training session). Memory retention or habituation to a
novel environment can be measured by reduction of
number of crossing and rearing responses along sessions
in this task, in which the hippocampus and amygdala play a
crucial role (Denenberg 1969). Since a reduction of number
of crossing and rearing responses along sessions in the open
field habituation can be interpreted to indicate that animals
recognize the environment and remember the previous
exposure to this environment (Vasques et al. 2006), and in
the present study Phe-treated animals did not show this
pattern, it is assumed that this reflects a deficit of learning/
memory caused by this amino acid.

When infusion of phenylalanine was preceded in one
hour by pre-administration of pyruvate (infused) or creatine
(administered i.p.) and the animals were subjected to the
open field task, we also showed that there was reduction of
the number of crossing and rearing responses along
sessions. The significance of this results and their possible
relationship to the human condition suggest that pyruvate
and creatine could be possible substances capable to
prevent Phe-induced behavioral alterations, appointing to
possible relation between inhibition of activities of pyruvate
kinase and creatine kinase in the behavioral alterations
caused by Phe.

Phenylalanine, pyruvate and creatine did not interfere in
the number of fecal boli, latency to initiate exploration of
the novel environment and number of groomings in the
open field task, since all groups of animals behaved
similarly along the two sessions. Therefore, it seems that
alterations of emotionality possibly did not contribute to the
deficit of habituation caused by Phe in animals in the open
field task as well as the preventive effects presented by
pyruvate and creatine.
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In the present investigation, intrahippocampal Phe
infusion induced increase of total radical-trapping antioxidant
potential (TRAP) and total antioxidant reactivity (TAR),
probably caused by the increase of total sulfhydryl com-
pounds, the main component of TRAP and TAR. Diminution
of thiobarbituric acid-reactive species (TBARS), indicating
that lipid peroxidation was diminished, is probably a
consequence of the increase of nonenzymatic defenses.
Considering the different methodologies applied, these results
are compatible with those of other publications indicating in
vivo and in vitro oxidative stress in hippocampus and also in
cerebral cortex of developing rats, and in plasma of PKU
patients (Sirtori et al. 2005; Hagen et al. 2002; Sitta et al.
2009; Fernandes et al. 2010). We also observed that the
increase of nonenzymatic defenses induced by Phe in
hippocampus (TRAP, TAR and total sulfhydyls) and the
decrease of TBARS were totally prevented by creatine or
pyruvate pretreatment, two potent antioxidants, reinforcing
the hypothesis of oxidative stress.

There is only one experiment, in vitro, showing the
classical markers of oxidative stress in rat hippocampus, as
diminution of sulfhydryls, GSH and increase of TBARS,
using high concentrations of Phe (2 and 5 mM) in nuclei-
free homogenates (Fernandes et al. 2010). In the present
work we used one single intrahippocampal injection of Phe,
achieving local concentration around 1 mM. It has been
reported that low oxidative stress can maintain and even
increase cellular GSH content (Shi et al. 1994) and severe
oxidative stress may deplete cellular GSH (DeLeve and
Kaplowitz 1991). There are several reports showing that
oxidative stress increases GSH synthesis (Lu 2009). 4-
Hydroxy-2-nonenal (4HNE), a lipid peroxidation product,
may act as a mediator for the induction of gene expression
for GSH synthesis by oxidants (Liu et al. 1998).

The two main factors that induce GSH synthesis are the
increase of cysteine (and cystine) content, and de novo
synthesis and stabilization of the mRNA of the synthetic
enzymes. These two processes cannot occur in nuclei-free
homogenate. Therefore, in the experiment of Fernandes
et al. (2010), high doses of Phe induced oxidative stress
which consumed GSH and increased lipoperoxidation in
hippocampus.

The key factors increased by oxidative stress that regulate
the cellular level of cysteine other than diet include membrane
transport of cysteine, cystine and methionine as well as the
transsulfuration pathway (Takada and Bannai 1984).

The activity of GCL (glutamate cysteine ligase) is a
major determinant of the rate of GSH synthesis. Transcrip-
tional and post-transcriptional regulation by oxidative stress
has been described and post-transcriptional regulation
includes mRNA stabilization/destabilization and post-
translational modification. Besides, GS (glutathione synthase)
is also induced by oxidative stress (Lu 2009). On the other
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hand, an increase in gamma GT (y-glutamyl transpeptidase)
activity, induced by oxidative stress, enhances the capacity of
cells to utilize extracellular GSH, an important mechanism
for cellular adaptation to oxidative stress (Kugelman et
al. 1994).

Cysteine and cystine transport occurs rapidly in cell
culture and are linear for at least 10 min (Takada and
Bannai 1984)) and the levels of GSH, in hepatocyte cell
culture, doubles after 1 h (Yang et al. 2008), the same time
that we used to perform the measures after the hippocampal
injection.

Taking into account these reports, our hypothesis is that
the Phe injected directly into the hippocampus at 1 mM
concentration, rapidly induced oxidative stress, which
caused small lipoperoxidation liberating 4HNE, which,
together with other free radicals, intermediate the cascade
of events that increased GSH levels. In situations of
prolonged or higher exposition to Phe, as occur in PKU
patients, GSH may be consumed reducing its levels. The
preventive effect of creatine and pyruvate, two potent
antioxidants, on the alterations observed in oxidative stress
markers in the present work argue in favour of our
hypothesis. In this light it is conceivable that the slight
oxidative stress caused by Phe promotes the prolonged
induction of cellular antioxidant defenses we observed
herein, and that creatine and pyruvate, rapidly acting as
direct antioxidants, prevent the above cellular adaptive
responses. Future studies comparing the effects of creatine
and pyruvate with those of other established antioxidants in
the same experimental system will help to strengthen our
hypothesis.

Pyruvate exerts powerful neuroprotective properties by
providing simultancous resistance to oxidative stress and
mitochondrial insult. These protective effects 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 antiox-
idant (Mazzio and Soliman 2003). Pyruvate strongly
counteracted the deep decrease in the neuronal ATP content
induced by N-Methyl-D-aspartate (NMDA), indicating that
it might protect neurons by rescuing cellular energy charge.
The strong accumulation of extracellular glutamate which
was found in NMDA-treated cultures was markedly
decreased by pyruvate. Thus, pyruvate might also exert its
protecting activity by decreasing the delayed accumulation
of glutamate which seemed to be neurotoxic after a pre-
exposure of neurons to NMDA (Maus et al. 1999). The
inhibition of pyruvate kinase by Phe decreases glycolysis
and energy production in rats hyperphenylalaninemics
(Liitz et al. 2003). It is feasible that early increased brain
Phe levels in PKU could reduce brain respiration at a
critical time during brain development, suggesting that this
inhibition may be one of the mechanisms responsible for
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brain damage characteristic of this disease (Rech et al.
2002; Feksa et al. 2002).

Creatine has directly anti-oxidative properties (Lawler et
al. 2002). Patients with creatine deficiency syndromes
present with mental retardation expressive speech and
language delay, and epilepsy. Patients with creatine trans-
porter deficiency may exhibit autistic behavior and mental
retardation with learning problems (Hahn et al. 2002). The
common denominator of these disorders is the depletion of
the brain creatine pool, as demonstrated by in vivo proton
magnetic resonance spectroscopy (Nasrallah et al. 2010).
The effect of acute and chronic HPA on creatine kinase
activity in brain cortex of Wistar rats showed that Phe
significantly inhibited creatine kinase activity in vitro and
reduced the enzyme activity in vivo (Costabeber et al.
2003). Others studies demonstrated that brain energy
metabolism is altered in PKU, as observed by low glucose
metabolism by brain of phenylketonuric patients (Hasselbach
et al. 1996) and inhibition of respiratory chain in rats
(Rech et al. 2002).

Free radicals are produced naturally in organism, but the
excess of these compounds caused by their overproduction
and/or by diminished antioxidants defenses lead to dis-
turbances in enzymatic systems, membrane transport, DNA
function and others, as a result of protein, lipid and DNA
oxidative damage (Halliwell and Gutteridge 2007). The
brain is more susceptible to oxidative stress for the
following reasons: (a) high content of peroxidizable
unsaturated fatty acids; (b) high oxygen consumption per
unit weight; (c¢) high content of lipid peroxidation key
ingredients (iron and ascorbate); and (d) the scarcity of
antioxidant defenses systems (Floyd 1999). Recently, the
role of Phe accumulation inducing reactive species production
and reducing the antioxidant status has been described in
experimental models and in patients with PKU (Martinez-
Cruz et al. 2002; Hagen et al. 2002; Artuch et al. 2004;
Sirtori et al. 2005; Sitta et al. 2009; Fernandes et al. 2010). It
has been also postulated that the protein-restrict diet used to
treat PKU may contribute to compromise the antioxidant
status of the PKU patients (Artuch et al. 2004; Schulpis et al.
2005). An abnormal behavioral phenotype in mice lacking
the B-CK creatine kinase isoform was demonstrated,
regarding exploration, habituation, seizure susceptibility and
spatial learning. The phenotype in these mice was associated
with histological adaptations in the hippocampal mossy fiber
field size. Mice lacking the ubiquitous mitochondrial creatine
kinase isoform (UbCKmit—/— mice) showed, when subjected
to a similar battery of behavioral tasks, diminished open field
habituation and slower spatial learning acquisition in the
Morris water maze task, but normal sensory or motor
functions. These findings suggest a role for mitochondrial
CK-mediated high-energy phosphoryl transfer in synaptic
signalling in the acoustic signal response network and

hippocampal-dependent learning circuitry of brain (Streijger
et al. 2004).

Oral creatine supplementation improves brain perfor-
mance (Race et al. 2003). Dietary supplements creatine was
accompanied by favorable effects on neurobehavioral
functioning, especially memory skills, and improved health
and longevity in mice (Bender et al. 2008). Creatine
prevents behavioral alterations caused by methylmalonic
acid administration into the hippocampus of rats in the open
field task (Vasques et al. 2006). Creatine supplementation
displayed neuroprotective effects in several animal models
of neurological disease, such as Huntington’s disease,
Parkinson’s disease, or amyotrophic lateral sclerosis. All these
findings pinpoint to a close correlation between the functional
capacity of the creatine kinase/phosphorylcreatine/creatine
system and brain function. They also offer a starting-point for
novel means of delaying neurodegenerative disease, and/or
for strengthening memory function and intellectual capabili-
ties. Therefore, it may be presumed that high energy
phosphate levels were restored by chronic treatment with
creatine, preventing the Phe-induced open-field task deficit.

In summary, we demonstrate that acute administration of
Phe into the hippocampus, which probably mimics the
episodes of metabolic decompensation in which acute
increases of Phe occur, compromise rat performance in a
behavioral task, indicating that this amino acid interferes
with the learning/memory processes occurring in this
cerebral structure. Even though at present time it is difficult
to correlate deficit of performance with biochemical
defects, these present results allied to previous studies of
our laboratory and to a great body of evidence demonstrat-
ing disturbs of brain energy metabolism caused by Phe,
strongly suggest that energy deficit provoked by Phe and
effect adverse of ROS on tissue metabolism also may be
related to the behavioral changes observed in Phe-treated
rats. Therefore, it is presumed that energetic substrates with
property of scavenging various ROS may be useful as an
adjuvant therapy for PKU. In this case, it seems also
reasonable to perform more studies to evaluate the possible
benefit of pyruvate and creatine supplementation to the diet
used by PKU patients.
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DISCUSSAO

As hiperfenilalaninemias tém sido as doencas mais pesquisadas entre o0s
EIM em todo o mundo. A intensificacdo destes estudos se justifica pela frequéncia
relativamente alta na populacdo e pela possibilidade de deteccdo precoce em
recém-nascidos com eventual tratamento dietético prevenindo a instalacdo do
quadro clinico. Os modelos animais de EIM, genéticos ou quimicos, tém por
finalidade mimetizar o distirbio metabdlico em seres humanos, embora nenhum
modelo de EIM até hoje desenvolvido tenha sido completamente superponivel ao

defeito humano especifico.

O desenvolvimento do teste de “screening” para PKU (Guthrie & Susi, 1963;
Koch, 1997) e o tratamento dietético levaram a prevencao do déficit intelectual em
criancas afetadas através do mundo. Além disso, o modelo de PKU tem ainda sido
usado como um padréo para derramar luz sobre mais de 200 outros EIM (Applegarth

et al., 2000; Raghuveer et al., 2006).

Embora a PAH seja a enzima hepatica responsavel pelo defeito bioquimico
primario na PKU, as principais manifestacdes desta doenca sdo neurologicas. PAH é
regulada por um nimero de possiveis mecanismos. Depois da refeicdo proteica, €
postulado que o aumento da Phe no “pool” de aminoacidos causa a liberagao de
glucagon pelo pancreas (Kaufman, 1986). PAH hepatica esta sujeita ao controle pelo
AMPc (adenosina monofosfato ciclico) proteina quinase dependente e a-adrenérgico
estimulado por processos de fosforilacdo-desfosforilacdo Cay./proteina quinase
calmodulina dependente (Richardson et al., 1993). Tem sido postulado que este

mecanismo de controle influencia a interagcdo do cofator BH, com PAH (Richardson
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et al., 1993). Em adicdo, h4 evidéncias de que Phe pode também ser capaz de
causar a mudanca conformacional em PAH, bem como regular positivamente a
atividade do AMPc (Hufton et al.,, 1995). Estudos de raio-X cristalografico séo
consistentes com estes mecanismos (Andersen et al., 2002).

Conforme a base das concentracBes sanguineas de Phe, a deficiéncia da
PAH pode ser classificada em PKU classica ( Phe> 1200 umol/L), moderada PKU (
Phe = 600 — 1200 ymol/L) e moderada hiperfenilalaninemia (HPA), quando a Phe
sanguinea esta elevada acima da referéncia limite, mas abaixo de 600 pmol/L

(Hanley, 2004).

Quase a totalidade dos pacientes fenilcetonuricos ndo tratados apresenta
retardo mental grave. A expectativa de vida dos pacientes nao tratados é reduzida
drasticamente (Scriver & Kaufman, 2001). Os beneficios da dieta de baixa proteina
restrita em Phe séo claros e incluem: desvio da anormalidade bioguimica (aumento
da concentracdo de Phe), aumento da performance neurolégica e psicologica e
prevencdo do dano neurolégico. No entanto, o tratamento dietético ndo se efetiva
sem mudancas tais como: consentimento com a dieta, 0 requerimento de suporte

social e risco de desequilibrio em nutrientes essenciais (Hanley et al., 2004).

A dieta vegetariana proposta para os fenilcetonuricos ( sem carne vermelha,
frango, peixe ou qualquer tipo de produto derivado) apresenta beneficios, tais como,
baixos niveis de gorduras saturadas, colesterol e proteina animal, dieta rica em
carboidratos, fibras, magnésio, potassio, folato, antioxidantes( vitaminas C e E).
Vegetarianos fenilcetondricos, em geral, tem reportado menor indice de Massa
Corporal do que ndo vegetarianos tanto quanto menores taxas de doenca isquémica
cardiaca, menores niveis de colesterol, menor pressdo sanguinea, menores taxas
de hipertensao, diabetes tipo 2 , cancer de célon e de préstata. No entanto, esta

dieta também apresenta desvantagens. Muitos dados cientificos apontam para a
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deficiéncia de nutrientes importantes na dieta vegetarianta, tais como: proteina,
ferro, zinco, calcio, selénio, vitamina A, B2 (riboflavina), B12 e D e &cidos graxos
Omega-3. Em alguns casos, o uso de alimentos fortalecidos ou suplementos pode
ser utii em encontro dos niveis recomendados para os nutrientes individuais
(American Dietetic Association, 2003).

Investigacdes neuropatoldgicas em pacientes fenilcetonaricos mostraram
baixo peso cerebral, reducédo na formacdo de mielina com lesbes na substancia
branca, menor desenvolvimento das ramificagcbes dendriticas e menor sintese de
dopamina, norepinefrina e serotonina (Huttenlocher, 2000). Foi postulado que o
menor peso cerebral destes pacientes resulta da reduzida proliferacdo de
neuroblastos causada pela estimulacdo induzida por Phe de receptores
proliferadores de peroxissomos ativados por receptores gama (Schumacher et al.,
2008).

Também tem sido demonstrado que a Phe ou o cofator BH, interfere em
varios sistemas enzimaticos, tais como tirosina hidroxilase e triptofano hidroxilase,
influenciando na sintese de neurotransmissores (Joseph & Dyer, 2003), bem como
com a hidroximetilglutaril coenzima A (HMG-Coa) redutase resultando no prejuizo da
sintese de colesterol (Schefer et al., 2000). A alta concentracdo de Phe reduziu a
transmissao sinaptica glutamatérgica e glutaminérgica (Glushakov et al., 2003,
2005), sinaptogénese e a atividade da piruvato quinase (PK) (Pietz et al., 2003;
Horster et al., 2006). Outros estudos demonstraram que o metabolismo energético
esta alterado na PKU, como observado pela baixa do metabolismo da glicose pelo
cérebro de pacientes fenilcetonuricos ( Hasselbalch et al., 1996; Rech et al., 2002;
Costabeber et al., 2003).

Espécies reativas sdo produzidos naturalmente no organismo, mas 0 excesso
destes componentes causado pela sua superproducao e/ou pela diminuicdo das

defesas antioxidantes leva a distirbios no sistema enzimatico, transporte de
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membrana, fungcbes do DNA e outros, como um resultado do dano oxidativo de
proteinas, lipideos e DNA (Halliwell & Gutteridge, 2007).

Acredita-se que o0s radicais livres e outras espécies reativas do
oxigénio/nitrogénio/clorina contribuem para o desenvolvimento de diversas doencgas
relacionadas a idade, e talvez, ao préprio processo do envelhecimento (Halliwell &
Gutteridge, 1999; Sohal et al., 2002). Com relacdo aos efeitos prejudiciais das
reacoes oxidantes ao organismo, as espécies reativas podem promover
lipoperoxidacdo, podem causar a oxidacao de proteinas de baixa densidade (LDL),
podem reagir com proteinas levando a sua inativacdo e podem também reagir com
DNA e RNA (&cido ribonucleico) levando a mutacdes somaticas e a disturbios de
transcricdo (Delanty & Dichter, 1998).

O cérebro € um oOrgado bastante susceptivel ao estresse oxidativo, por
consumir grandes quantidades de oxigénio. Além disso, o metabolismo de alguns
dos principais neurotransmissores, como glutamato e dopamina, gera ERO capazes
de consumir as defesas antioxidantes, que s&do baixas em muitas regides do
cérebro. Ainda, as membranas neuronais contém niveis elevados de lipideos
polinsaturados capazes de sofrer peroxidacédo lipidica, além de ferro, também
susceptivel ao estresse oxidativo (Halliwell & Gutteridge, 2007).

O estresse oxidativo também vem sendo observado em alguns erros inatos do
metabolismo intermediario, incluindo acidemias organicas (Moyano et al., 1997;
Colomé et al., 2000; Fontella et al., 2000; Kolker et al., 2001a, b; de Oliveira
Marques et al., 2003; Fighera et al., 2003; Latini et al., 2003a, b; Wajner et al., 2004)
e outras desordens metabdlicas inatas, tais como tirosinemia tipo |, sindrome de
Rett, adrenoleucodistrofia ligada ao X, doenca de Lesh-Nyhan, defeitos do ciclo da
uréia e homocistinaria (Bird et al., 1995; Sierra et al., 2001; Streck et al., 2001, 2003;

Vargas et al., 2004).
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Embora a causa do estresse oxidativo nos EIM ainda n&o seja inteiramente
compreendida, imagina-se que possa ser devida ao acumulo de metabdlitos téxicos,
qgue levariam a uma producdo aumentada de espécies reativas. Além, disso, dietas
restritas, aplicadas em muitos pacientes com EIM, podem também alterar o status
antioxidante do organismo (Artuch et al., 2004; Van Backel et al., 2000) o0 mesmo
verificou-se em pacientes tratados com dieta pobre em Phe nos quais avaliou-se o
status antioxidante (Schulpis et al., 2003; Schulpis et al., 2005).

Estudos em véarios modelos de HPA e PKU tém demonstrado estresse
oxidativo. Evidéncias da alteracdo de varios parametros de producdo de radicais
livres e atividade antioxidante pelo acumulo de Phe levaram diversos pesquisadores
a presumir que o estresse oxidativo esta envolvido na fisiopatologia do dano tecidual
dos pacientes com PKU, explicando, no minimo em parte, a cascata de disfuncdes e
anormalidades cerebrais com retardo mental observadas nesta doenca (Colomé et
al., 2003; Artuch et al., 2004; Hagen et al., 2002; Ercal et al., 2002; Sirtori et al.,
2005; Sitta et al., 2006; Martinez-Cruz et al., 2002; Sitta et al., 2009; Moraes et al.

2010; Fernandes et al., 2010).
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1. A administracdo de fenilalanina alterou a aprendizagem e
memorizagcdo dos animais submetidos ao modelo experimental de
hiperfenilalaninemia quanto as tarefas de habituacdo no campo
aberto. A pré-administracdo de piruvato ou creatina preveniu 0s

efeitos da fenilalanina sobre a atividade exploratoria.

O maior efeito clinico na PKU esta relacionado ao desenvolvimento cerebral e
a funcéo cognitiva. Embora o efeito das muta¢des da PAH sobre a funcdo da enzima
hepatica e a resultante interrupcdo da homeostase tenha sido bem descrita
(Kayaalp et al., 1997) o mecanismo pelo qual a alta concentragdo de Phe resulta em
prejuizo cognitivo esta ainda sendo clarificado.

O marcador visto na neuropatologia em pacientes fenilcetonuricos tratados e
nao tratados parece envolver hipomielinizacdo e desmielinizacdo (Dyer, 1999).
Varios fatores tém sido propostos como contribuidores para a neurotoxicidade na
PKU, incluindo: deficiéncia de Tyr, o efeito da elevada concentracdo de Phe sobre o
transporte de outros metabdlitos através da barreira hemato-encefalica, e os efeitos
de uma potencial e relativa deficiéncia de Tyr sobre a neuroquimica e metabolismo
(Scriver & Kaufman, 2001). No entanto, ha observacbes que ndo suportam esta
sugestdo: a) a restricdo de Phe sozinha poderia ndo previnir o desenvolvimento do
fendtipo, e b) a suplementacdo de Tyr sozinha no periodo pés-natal ndo previne 0s
defeitos do desenvolvimento e ndo melhora as funcdées neuropsicolégicas (Williams

et al., 2008).

O aprendizado € quantificado experimentalmente como a probabilidade com
gue um organismo responderd, diferentemente, ao mesmo estimulo ap6s a sua

repeticdo. Esta alteracdo esta baseada na memoria daquilo que foi aprendido pelo
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organismo apos uma sessao de treino que € sua exposi¢do a uma novidade ou a um

acontecimento (Agranoff, 1998).

Em estudos anteriores, foi investigada a influéncia da administracdo intra-
hipocampal de substancias sobre o comportamento animal em tarefas de campo
aberto (open field task). Também tem sido investigado o envolvimento de substratos
energéticos como antagonistas das alteracfes do comportamento animal induzidas

por tais substancias (Vasques et al., 2006).

No presente estudo, a alta concentracdo de Phe no hipocampo, que
provavelmente mimetiza os episddios de descompensacdo metabdlica no qual o
aumento dramatico de Phe no cérebro ocorre, compromete a performance nos
testes de comportamento, indicando que este aminoacido interfere com 0 processo
de aprendizagem/memoéria que envolve esta estrutura cerebral. Embora até o
momento haja dificuldade em relacionar o déficit de desempenho com o defeito
bioquimico, estes resultados aliados aos estudos prévios do nosso laboratorio e um
grande corpo de evidéncias demonstrando distirbios do metabolismo energético
cerebral causados pela Phe, sugerem fortemente que o déficit de energia provocado
pela Phe e efeitos adversos de espécies reativas sobre o metabolismo dos tecidos
também podem estar relacionados as mudancas de comportamento observadas em

ratos tratados com Phe.

Tem sido demonstrado que o metabolismo da glicose esta diminuido nos
cérebros dos pacientes com PKU (Hasselbach et al., 1996), que a Phe inibe a
captacdo de glicose e a producdo de energia em cérebros de ratos (Rodrigues et
al., 1990; Lutz et al., 2003) e que a inibicdo da piruvato quinase (PK) pelo aumento
dos niveis de Phe no cérebro poderia reduzir a respiracao celular em um momento

critico para o desenvolvimento do cérebro, sugerindo que a inibicdo da PK possa ser

53



um dos mecanismos responsaveis pelo dano cerebral caracteristico desta doenca
(Feksa et al., 2002; 2003). O piruvato tem sido considerado um forte antioxidante e
neuroprotetor (Jagtap et al., 2003; Frenzel et al., 2005; Hedge et al., 2010). O etil
piruvato, um derivado simples do piruvato, é também um “scavenger” (sequestrador)
de ERO, mas parece exercer também efeitos farmacoldgicos, tais como supressao
da inflamacéo (Kao et al., 2010). O piruvato poderia também exercer sua atividade
protetora por decréscimo e/ou retardo do acumulo do glutamato. Uma continua
liberacdo de glutamato contribui para a perda neuronal na isquemia cerebral. A
privacdo de glicose celular que ocorre neste processo patolégico aumentou a
neutoxicidade induzida por N-metil-D-aspartato (NMDA). O acumulo de glutamato
extracelular parece ser neurotoxico somente depois da pré-exposicdo de neurbnios
a NMDA e este acumulo foi marcadamente diminuido pelo piruvato em cultura de
células tratadas com NMDA (Maus et al., 1999).

Estudos prévios demonstraram que a Phe inibiu a atividade da creatina
guinase (CK) (Costabeber et al.,, 2003) que € principalmente responsavel pela
sintese de fosfocreatina na mitocondria a partir de ATP e fosforiltransferéncia da
mitocondria para o citosol, onde fosforila 0 ADP (Khuchua et al., 1998; Schlattner &
Wallimann , 2000). Muitos achados apontam para uma intima correlacdo entre a
capacidade funcional do sistema creatina quinase/fosfocreatina/creatina e funcao
cerebral. A suplementacdo ou administracdo de creatina mostrou efeitos
neuroprotetores em diversos modelos animais em condi¢cdes neurodegenerativas e
de doencas neurologicas (Rae et al., 2003; Bender et al., 2008; Vasques et al., 2006;
Nasrallah et al., 2010) tais como doenca de Huntington, doenca de Parkinson ou
esclerose multipla amiotrofica. A biossintese de creatina tem sido postulada como
um dos maiores fatores da concentracdo de homocisteina no plasma, a qual tem
sido identificada como um importante fator de risco independente para doenca

aterosclerotica. Diminuindo a producdo de homocisteina, a suplementacdo oral de
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creatina deve, entdo, também diminuir o risco do desenvolvimento, por exemplo, de

doenca cardiaca coronaria ou doencga cérebro vascular (Wyss & Schulze, 2002).

Quando o tratamento com Phe (1mM) foi precedido em uma hora pela pré-
administracao de piruvato (1mM infundido no hipocampo) ou creatina (0,4 mg/g por
dia por 5 dias administrada i.p.), a performance dos animais nos testes de
comportamento ao longo das sessdes demonstrou que ambos, piruvato e creatina,
previniram os efeitos da fenilalanina sobre a atividade exploratoria nas tarefas de
habituacdo no campo aberto, tendo havido redugdo dos numeros de “crossings” e
‘rearings” ao longo das sessdes, similar ao ocorrido com o grupo controle. O
significado destes resultados e sua possivel relacdo com a condicdo humana sugere
gue piruvato e creatina poderiam vir a ser substancias capazes de prevenir
alteracdes do comportamento, apontando para uma possivel relacdo entre a inibicao
das atividades da PK e da CK nas alteracbes de comportamento na PKU.

O piruvato e a creatina, isoladamente, ndo exerceram efeito sobre 0s animais
na tarefa de campo aberto, mas preveniram os efeitos da fenilalanina sobre a
atividade exploratoria. A fenilalanina, o piruvato e a creatina nao tiveram efeito
sobre a emocionalidade dos animais. “Crossings” e “rearings” sdo considerados
comportamento exploratério em tarefas de habituacdo e numero de “groomings” e de
bolos fecais e tempo de laténcia para iniciar a exploracdo do meio ambiente ao
longo das sessbes sdo considerados expressdes da emocionalidade (Archer, 1973;
Elias et al., 1975; Ohl et al., 2001).

Portanto, é possivel que parte dos efeitos preventivos da creatina e do
piruvato decorram da suplementacao das rotas metabolicas reduzidas pela inibicao
parcial da creatina quinase e da piruvato quinase. Por outro lado, piruvato e creatina
sdo potentes antioxidantes. O piruvato € um substrato energético resultante da

atividade da PK (Smith et al., 2007) ao qual € atribuida a inibicdo do estresse
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oxidativo por suas propriedades de “scavenger” de varios ERO e consequentemente
inibindo muitas das aparentes reacfes toxicas tais como a lipoperoxidagéo lipidica e
a perda de tidis teciduais. E ainda especulado que ERO terdo um efeito adverso
sobre 0 metabolismo dos tecidos (Hegde et al., 2010). O estresse oxidativo esta
envolvido na fisiopatologia dos tecidos atingidos pela PKU (Sirtori et al., 2005). Desta
maneira, piruvato, assim como creatina, previne alteragcbes de comportamento
induzidas por Phe nas tarefas de habituacdo no campo aberto. Neste caso, é
presumido que substratos energéticos, inclusive com propriedades de “scavenger”
de varios ERO com efeitos adversos sobre o metabolismo, além da usual medida,

poderiam ser Uteis como uma terapia adjuvante na PKU.
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2. A administracdo intra-hipocampal de fenilalanina nos animais
provocou diminuicdo de TBARS e aumento das sulfidrilas totais,
TRAP e TAR; a pré-administracdo de piruvato ou creatina preveniu

os efeitos da fenilalanina.

O estresse oxidativo tem sido observado em algums erros inatos do
metabolismo intermediario devido ao acumulo de metabdlitos toxicos levando ao
excesso da producdo de radicais livres (Colomé et al.,, 2000). Dietas restritas
também alteram o status antioxidante em alguns erros inatos do metabolismo
(Artuch et al., 2004; Van Backel et al., 2000; Sierra et al., 1998; Schulpis et al.,2005).
O comportamento do acumulo de Phe induzindo a producao de espécies reativas e
reduzindo o status antioxidante tem sido descrito em modelos experimentais e
pacientes com PKU (Colomé et al., 2003; Artuch et al., 2004; Hagen et al., 2002;
Sirtori et al., 2005; Sitta et al., 2006, 2009; Martinez-Cruz et al., 2002; Ercal et al.,
2002; Moraes et al., 2010; Fernandes et al., 2010). O efeito “in vitro” da Phe, em
concentragcfes similares aquelas encontradas no cérebro de pacientes com PKU,
sobre a peroxidacao lipidica (aumento dos niveis de TBA-RS) e do dano oxidativo as
proteinas (oxidacdo de sulfidrilas) no hipocampo foram verificadas e ainda o dano
oxidativo provocado por Phe foi totalmente prevenido pelos “scavengers” de radicais
livres a-tocoferol e melatonina. Estes efeitos foram provavelmente mediados por
ERO (Fernandes et al., 2010).

A medida de alguns parametros de estrese oxidativo visou investigar se este
processo poderia estar envolvido no comprometimento do desempenho dos animais

na tarefa de campo aberto.

Existem evidéncias crescentes de que o estresse oxidativo desempenha um

importante papel em varias condi¢cdes patolégicas, como neoplasias, diabetes,
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aterosclerose, doencas neurodegenerativas como Parkinson, Alzheimer, crises
convulsivas, desmielinizagdo, esclerose lateral amiotrofica, inflamacdes crénicas e
outras doencas neurolégicas (Reznick & Parker, 1993; Przedborski et al., 1996; Ben-
Menachem et al., 2000; Halliwell & Gutteridge, 1996; Pérez-Severiano et al., 2000;
Bogdanov et al., 2001; Karelson et al., 2001; Méndez-Alvarez et al., 2001; Behl &
Moosmann, 2002a, b; Stoy et al., 2005; Berg & Youdim, 2006; Mancuso et al., 2007).

O cérebro é mais susceptivel ao estresse oxidativo pelas seguintes razdes:
(a) alto contetdo de &cidos graxos insaturados peroxidaveis; (b) alto consumo de
oxigénio por unidade de peso; (c) alto conteudo de ferro e ascorbato; e (d) escassez
de sistemas de defesa antioxidantes (Floyd , 1999).

Todos os resultados foram compativeis com o aumento dos parametros
antioxidantes. TRAP, que €& uma medida da concentracdo de substancias
antioxidantes ndo enzimaticas, principalmente GSH e tioredoxina, aumentou no
hipocampo dos ratos que receberam Phe. A andlise estatistica mostrou que o
aumento de TRAP induzido por Phe foi prevenido pela creatina e pelo piruvato.

Quando foi medida a qualidade das substancias antioxidantes nao
enzimaticas, pelo indicador TAR, que é a medida da qualidade das substancias
antioxidantes ndo enzimaticas, este também aumentou pela administracdo de Phe.
Novamente, a analise estatistica mostrou que o aumento de TAR induzido por Phe

foi prevenido pela creatina e pelo piruvato.

TBA-RS, que € uma medida de peroxidacdo, diminuiu pela administracdo de
Phe. A andlise estatistica indicou que a diminuicdo de TBA-RS foi prevenida por
creatina e piruvato.

A medida dos grupos sulfidrilas totais, que € principalmente uma medida de

GSH, tioredoxina e grupos tidis de proteinas, aumentou no hipocampo dos ratos que
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receberam Phe. Conforme a andlise estatistica, o aumento de sulfidrilas totais
induzido por Phe foi prevenido por creatina e piruvato.

O efeito preventivo da creatina e do piruvato, dois antioxidantes, é similar a outro
estudo mostrando que o estresse oxidativo observado em ratos fenilcetonuricos foi
prevenido pelos “scavengers” melatonina, a-tocoferol e &cido ascorbico (Martinez-
Cruz et al.,, 2002). Melatonina e a-tocoferol carreiam preferencialmente radicais
peroxil e hidroxil, respectivamente, e previnem completamente o dano oxidativo
lipidico, o que pode sugerir que estas espécies do oxigénio estiveram principalmente
envolvidas nos efeitos da Phe. Desde que a combinacdo de SOD e CAT e a 6xido
nitrico sintase (NOS) inibidora da L-NAME (L-nitro-arginina metil ester) ndo reduziu a
peroxidacéo lipidica, pode ser concluido que os radicais superéxido e peréxido de
hidrogénio, assim como 6xido nitrico (NO), ndo estiveram envolvidos neste efeito
(Fernandes et al., 2010). Considerando que Phe induz a liberagcao de radicais livres “
in vitro” e “in vivo”, é possivel que o aumento das defeses antioxidantes né&o
enzimaticas depois de uma unica injecao intra-hipocampal deva ser devido a uma
imediata resposta para este estresse oxidativo.

O piruvato, como ja reportamos, tem sido considerado um forte antioxidante e
neuroprotetor e a creatina tem propriedades diretamente antioxidativas (Lawler et al.,
2002).

Os efeitos protetores por prover simultanea resisténcia ao estresse oxidativo e
insulto mitocondrial séo resultado de uma uUnica dupla propriedade do acido piravico
com concomitante habilidade para servir como um efetivo substrato energético para
a glicélise e para agir como um excepcionalmente forte antioxidante (Mazzio et al.,
2003).

A defesa das células de Muller, que séo as principais células gliais na retina
de mamiferos e estdo predispostas a servir como protetores metabdlicos de outras

células de retina contra o estresse oxidativo, depende fortemente do suprimento de
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glicose. Piruvato (2mM) foi capaz de aumentar a viabilidade celular 1,6 vezes
predominantemente pela reducdo da necrose celular. Sob privacdo de glicose,
piruvato e outros o-cetoacidos protegeram as células de Muller por carreamento de
radicais. Isto poderia estar mostrando que o0 piruvato ndo age pelo aumento do
status energético das células de Muller, mas carreando o excesso de radicais livres
(Frenzel et al., 2005). A geragao intraocular de ERO com consequente estresse
oxidativo tem sido mostrada como sendo um significante fator de patogénese de
muitas doencas que atingem a visao, tais como catarata e degeneracao da retina. A
inibicao da glicdlise induzida por estresse oxidativo foi prevenida por piruvato (Hegde
etal., 2010) .

O efeito protetor do piruvato de sodio, um “scavenger” de radicais livres,
contra o peroxido de hidrogénio (H2O-) induzindo apoptose em células da linhagem -
SK-NMC de neuroblastoma humano foi investigado. A poli (ADP-ribose) polimerase
(PARP) participa de um comportamento pivdé na manutencdo da integridade
genbmica. Durante a apoptose, muitas proteinas sofrem degradacdo por caspases.
Piruvato de sodio inibiu a atividade da caspase 3, clivagem da PARP e quebra do
potencial de membrana mitocondrial. Estes dados sugerem que o piruvato de sodio
protege contra danos neuronais causados por H,O, (Jagtap et al., 2003).

A creatina exerce diretamente propriedades antioxidantes (Lawler et al.,
2002). Pacientes com sindrome de deficiéncia de creatina apresentam um
expressivo retardo mental, da fala e da linguagem, e epilepsia. Pacientes com
deficiéncia de guanidinoacetato metiltransferase (tratavel com suplementacédo oral
de creatina) ou deficiéncia de transporte de creatina podem exibir comportamento
autista. O denominador comum destas desordens € a deplegao do “pool” de creatina
no cérebro, como demonstrado por espectroscopia de prétons por ressonancia
magnética “in vivo” (Nasrallah et al., 2010). Uma bateria de testes de comportamento

apresentando diminuida habituacdo ao campo aberto e menor aquisicdo de
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aprendizagem espacial no labirinto aquatico de Morris, mas funcdes motoras e
sensoriais normais, sugere uma fungéo para a transferéncia da alta energia fosforil
mediada pela CK mitocondrial em sinalizacdo sinaptica no complexo de resposta do
sinal acustico e circuito de aprendizagem hipocampal dependente (Streijger et al.,
2004).

O estresse oxidativo resulta de um desequilibrio entre as defesas
antioxidantes totais e as espécies reativas geradas no tecido (Halliwell & Gutteridge,
2007). A prevencao dos efeitos observados de Phe pelo pré-tratamento com piruvato
e creatina reforca a hipétese de que o primeiro contato do hipocampo com Phe
provoca a formacdo destas espécies reativas, induzindo o aumento de defesas
antioxidantes. E possivel que a formacgédo continua destas espécies reativas em
condicdes de persistente hiperfenilalaninemia resulte no desequilibrio entre as
mesmas e as defesas antioxidantes, gerando dano oxidativo. Considerando que o
tratamento atual dos pacientes com PKU consiste numa dieta restrita em Phe e
restrita em proteina, a qual € baixa em antioxidantes (Van Backel et al., 2000;
Schulpis et al., 2005), € possivel que os substratos energéticos e antioxidantes
piruvato e/ou creatina possam ser potencialmente Gteis como agentes coadjuvantes

para a presente terapia dietética.
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CONCLUSOES

Nos animais submetidos ao modelo experimental de hiperfenilalaninemia, a
fenilalanina inibiu a aprendizagem e memorizagdo dos mesmos quanto a tarefa
de habituacdo no campo aberto, pois reduziu significativamente a atividade
exploratéria nos testes em relacdo aos treinos.

O piruvato e a creatina, isoladamente, ndo exerceram efeito sobre os animais
na tarefa de campo aberto, mas preveniram os efeitos da fenilalanina sobre a
atividade exploratoria.

A fenilalanina, o piruvato e a creatina ndo tiveram efeito sobre a
emocionalidade dos animais.

A fenilalanina provocou o aumento de TRAP, que é uma medida da
concentracdo de substancias antioxidantes ndo enzimaticas, principalmente GSH
e tioredoxina, e TAR, que é a medida da qualidade das substancias antioxidantes
nao enzimaticas.

A fenilalanina provocou o aumento das sulfidrilas totais, que compreendem
principalmente GSH, tioredoxina e grupos tiois de proteinas.

A fenilalanina diminuiu a formacdo de TBA-RS, que € uma medida de
lipoperoxidacao.

O piruvato e a creatina, isoladamente, ndo exerceram efeito sobre os
parametros de estresse oxidativo, mas preveniram as alteracbes provocadas pela

fenilalanina sobre tais determinacdes.

O piruvato e a creatina sdo suplementos dietéticos a serem considerados

juntamente com a dieta (pobre em fenilalanina), pelas suas propriedades
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neuroprotetoras como substancias energéticas e antioxidantes, dependendo de
mais estudos.

Os efeitos da fenilalanina no estresse oxidativo podem representar um
caminho para o entendimento do mecanismo patolégico que liga o defeito
biogquimico primario ao maior efeito clinico na PKU, relacionado ao

desenvolvimento cerebral e a fungdo cognitiva.
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PERSPECTIVAS

Usando o modelo de estudo presente:

Investigar os parametros de estresse oxidativo no hipocampo de ratos
submetidos a administracdo hipocampal de Phe ao longo de um periodo de tempo
entre 15 e 180 min com o objetivo de testar a hipotese de que hé inicialmente

producdo de espécies reativas seguidos pelo aumento das defesas antioxidantes.

Investigar os parametros da rede de fosforiltransferéncia, tais como as
atividades da creatina quinase, piruvato quinase, adenilato quinase, nucleotidio
difosfo quinase, 3-fosfoglicerato quinase, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase,
glicose-6-fosfato desidrogenase e cadeia respiratoria para avaliar a homeostasia

energética cerebral.
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