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I. RESUMO 

 

O objetivo deste trabalho foi investigar o possível efeito preventivo do piruvato e da 

creatina (substâncias energéticas e antioxidantes) sobre as alterações comportamentais 

e bioquímicas provocadas pela administração intra-hipocampal da fenilalanina (Phe) em 

ratos Wistar. Foi desenvolvido um modelo químico experimental de fenilcetonúria (PKU) 

pela administração intra-hipocampal de Phe a ratos Wistar adultos atingindo níveis 

semelhantes aos encontrados no cérebro dos pacientes afetados. Piruvato e creatina 

preveniram alterações de comportamento induzidas pela Phe nas tarefas de habituação 

no campo aberto. O piruvato e a creatina, isoladamente, não exerceram efeito sobre os 

animais nas tarefas de campo aberto, mas preveniram os efeitos da Phe sobre a 

atividade exploratória.  A Phe, o piruvato e a creatina não tiveram efeito sobre a 

emocionalidade dos animais. Também foram investigados parâmetros de estresse 

oxidativo procurando evidências de um possível mecanismo pelo qual a alta 

concentração de Phe poderia resultar em prejuízo da habituação dos ratos ao campo 

aberto. A Phe provocou o aumento de TRAP, que é uma medida da concentração de 

substâncias antioxidantes não enzimáticas, principalmente GSH e tioredoxina, e de TAR, 

que é a medida da qualidade das substâncias antioxidantes não enzimáticas, bem como 

das sulfidrilas totais, que compreendem GSH, tioredoxina e grupos tióis de proteínas, as 

quais foram aumentadas no hipocampo de ratos que receberam Phe. TBARS, que é 

uma medida de lipoperoxidação, diminuiu pela administração de Phe. O piruvato e a 

creatina, isoladamente, não exerceram efeito sobre os parâmetros de estresses 

oxidativo, mas o aumento das defesas antioxidantes não enzimáticas induzido pela Phe 

no hipocampo foi totalmente prevenido pelo pré-tratamento com creatina ou piruvato, 

dois potentes antioxidantes, reforçando a hipótese de que o primeiro contato do 

hipocampo com Phe provoca a formação de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, 

induzindo o aumento de defesas antioxidantes. Estes resultados também sugerem uma 

possível relação entre a inibição das atividades da piruvato quinase e da creatina 

quinase nas alterações de comportamento causadas por Phe. Em perspectiva, piruvato 

e creatina são suplementos dietéticos a serem considerados como agentes coadjuvantes 

para a atual terapia dos pacientes fenilcetonúricos baseada apenas em uma dieta 

restrita em Phe. 
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II. 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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III. LISTA DE ABREVIATURAS 

BH4 Tetraidrobiopterina 

CAT Catalase 

CK Creatina quinase  

CuZnSOD Cobre zinco superóxido dismutase 

DNA Ácido desoxirribonucléico  

EEG Eletroencefalograma 

EIM Erros inatos do metabolismo 

ERN Espécies reativas do nitrogênio 

ERO Espécies reativas do oxigênio 

GSH Glutationa reduzida  

GSH-Px Glutationa peroxidase  

GSSG Glutationa oxidada 

GR Glutationa redutase 

HPA Hiperfenilalaninemia 

H2O2 Peróxido de Hidrogênio 

IP Intraperitoneal 

LDL Lipoproteína de baixa densidade(do inglês low density lipoprotein) 
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L-NAME L-nitro-arginina metil ester 

LTM Memórias de longo prazo (do inglês long-term memory)   

MRI Imagens por ressonância magnética (do inglês magnetic 

resonance imaging) 

NADH Nicotinamida adenina dinucleotídeo reduzido 

NADPH Nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato reduzido 

NMDA N-metil-D-aspartato 

NOS Óxido nítrico sintase 

PAH Fenilalanina hidroxilase hepática 

PARP Poli (ADP-ribose) polimerase  

Phe Fenilalanina 

PKU Fenilcetonúria 

PK Piruvato quinase 

PNTN Programa Nacional de Triagem Neonatal 

qBH2 Diidropteridina 

RL Radical livre 

RNA Ácido ribonucleico ( do inglês Ribonucleic acid) 

SNC Sistema nervoso central 

SOD Superóxido dismutase 
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Tyr Tirosina 
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IV. LISTA DE FIGURAS 

 

 

Figura 1 

 

Metabolismo da Fenilalanina (Phe) em humanos. A 

ingesta de Phe é através da dieta e ela é reciclada através do 

―pool‖ de aminoácidos. A hidroxilação de Phe pela PAH com 

seu cofator BH4,  na presença de oxigênio (O2) molecular, 

produz Tyr. O metabolismo alternativo de L-Phe por 

descarboxilação ou transaminação produz vários metabólitos 

que são excretados na urina (Scriver & Kaufman, 2001). 
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Figura 2 

 

A conversão de Fenilalanina(Phe) a Tirosina(Tyr). É via 

uma rota envolvendo a para-hidroxilação do benzeno pela 

PAH, o cofator BH4 e o O2 molecular (Williams et al., 2008). 
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Figura 3 

 

A estrutura de domínio de Fenilalanina Hidroxilase (PAH).  

Cada subunidade de PAH é classificada em três domínios 

funcionais que estão envolvidos com regulação, atividade 

catalítica e subunidades de ligação (Erlandsen & Stevens, 

1999 em Williams et al., 2008). 
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Figura 4 

 

Mapeamento das principais áreas cerebrais envolvidas 
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no processamento de memórias declarativas. (Adaptado 

de Izquerdo, 2002). 

 

Figura 5 

 

Redução do oxigênio à água. (Adaptado de Smith; Marks & 

Lieberman, 2007).  
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Figura 6 

 

Dano celular mediado por radicais livres. O superóxido e o 

radical hidroxil iniciam a lipoperoxidação nas membranas 

celular, mitocondrial, nuclear e do retículo endoplasmático.  O 

aumento da permeabilidade celular provoca o influxo de Ca2+, 

o qual causa dano mitocondrial adicional. Os grupamentos 

sulfidril de cisteína e outros resíduos de aminoácidos nas 

proteínas são 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, NO2 e peroxinitrito) 

têm efeitos similares. (Adaptado de Smith et al., 2007). 
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V. INTRODUÇÃO 

 

V.1 - Erros Inatos do Metabolismo 

A primeira menção ao termo erros inatos do metabolismo(EIM) data de 1908.   

Garrod, em seus estudos realizados com pacientes com alcaptonúria, doença em 

que os afetados excretam grandes quantidades de ácido homogentísico em sua 

urina, observou que frequentemente um ou mais indivíduos de uma mesma família 

eram afetados sem que seus pais ou demais familiares apresentassem a doença. 

Baseado também nas observações da maior incidência de consanguinidade entre os 

pais dos pacientes e nas leis Mendel, Garrod, juntamente com Bateson, um 

geneticista inglês, propôs um modelo de herança autossômica recessiva para este 

distúrbio observando ainda que a alcaptonúria e outras anomalias metabólicas 

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

Os EIM constituem um grande e heterogêneo grupo de doenças genéticas, 

caracterizado pela ausência, deficiência ou modificação estrutural de uma proteína, 

geralmente uma enzima. Esta alteração resulta no bloqueio da via metabólica com 

consequente acúmulo de seus substratos e derivados, bem como diminuição na 

síntese do produto. Tal bloqueio, dependendo da via afetada, repercute clinicamente 

de maneira bastante variável no indivíduo, geralmente de sintomatologia grave e 

muitas vezes letal (Scriver et al., 2001). Um dos aspectos clínicos mais comuns nos 

EIM consiste na alteração do desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC). No 

conjunto, eles atingem um a cada mil nascimentos, correspondendo a 10% das 

doenças genéticas, embora sua frequência isolada seja baixa. Até o momento, 

foram descritos aproximadamente 500 distúrbios envolvendo defeitos na síntese, 
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degradação, armazenamento e transporte de moléculas no organismo (Gimenez-

Sanchez et al., 2001). 

Desde os estudos de Garrod, muitos pesquisadores têm detectado muitas 

doenças metabólicas hereditárias e os EIM já foram descritos em todas as áreas do 

metabolismo humano normal (aminoácidos, ácidos orgânicos, lipídios e carboidratos, 

etc.) (Scriver et al., 2001). Estudos revelam que aproximadamente um terço dos EIM 

correspondem a aminoacidopatias, outro terço a acidemias orgânicas e outro terço 

corresponde a todo restante (Hoffman, 1994).  

 

V.2 - Fenilcetonúria e Hiperfenilalaninemia  

V.2.1 - Histórico 

Em 1934, o Dr. Asbjorn Fölling, através de um minucioso exame clínico, 

observou que duas crianças da mesma família apresentavam um odor característico 

na urina, mas não apresentavam nenhum outro sinal ou sintoma, exceto o retardo 

mental, descobrindo acidentalmente a fenilcetonúria (PKU) (Fölling, 1990).  

 Fölling elaborou um método para detectar uma substância desconhecida, que 

na presença de cloreto férrico apresentava uma coloração diferente. A substância 

desconhecida foi detectada: ácido fenilpirúvico. Outros testes com cloreto férrico 

foram realizados em 430 crianças com retardo mental, dentre as quais, 8 revelaram 

novos casos semelhantes. Hipotetizando uma associação entre retardo mental e 

excreção de fenilpiruvato na urina, Fölling sugeriu que esta era uma nova desordem 

do metabolismo da fenilalanina (Phe) e a chamou de ―Imbecilidade Fenilpirúvica‖, a 

qual, mais tarde, foi denominada de ―Fenilcetonúria‖ ( Penrose & Quastel, 1937). O 
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nome da doença deriva do alto nível de fenilpiruvato, uma fenilcetona, encontrado na 

urina das crianças afetadas. 

 O defeito metabólico foi detectado por Jervis, em 1947, que mostrou que a  

Phe proveniente da dieta não era convertida em tirosina (Tyr) nestes pacientes. 

Aproximadamente nessa época, a relação entre a redução da ingesta de Phe e o 

aumento do prognóstico foi demonstrada (Bickel et al., 1953). O sistema enzimático 

da conversão 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, vários grupos 

começaram a investigar a base molecular da PKU. O mais notável recente avanço 

no estudo da PKU foi o estabelecimento, em 1996, do PAH (fenilalanina hidroxilase 

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

  

V.2.2 - Conceito e Frequência 

 A PKU é transmitida por herança autossômica recessiva o que significa um 

risco de recorrência para a prole de 25% a cada gestação de um casal heterozigoto 

portador. Em indivíduos homozigotos, a atividade enzimática pode estar bastante 

reduzida ou ausente. Os heterozigotos, que representam cerca de 1,5% da 

população típica, não manifestam a doença, pois um alelo normal determina a 

síntese suficiente da enzima (Marzzoco & Torres, 1990). A incidência da PKU na 

população caucasiana está entre 1 em 10.000 e 1 em 15.000 pessoas havendo 

variabilidade na incidência em vários países e regiões. Na América Latina, a PKU é 

o EIM mais frequente diagnosticado o que ocorre não somente devido a sua elevada 

frequência, mas pela simplicidade da técnica diagnóstica e pelos avanços nos 

programas de rastreamento neonatal (Giuliani  & Coelho, 1997).  
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A doença é caracterizada bioquimicamente pela ausência ou deficiência da 

atividade da enzima hepato-específica fenilalanina hidroxilase (PAH) ou, mais 

raramente, do seu cofator,  a tetraidrobiopterina (BH4),  levando ao acúmulo de Phe 

e dos metabólitos derivados do seu catabolismo no sangue e outros tecidos, bem 

como sua excreção em grande quantidade pela urina. Hiperfenilalaninemia (HPA) é 

o nome genérico dado a diferentes distúrbios caracterizados por elevados níveis de 

Phe no sangue. As HPA podem ser classificadas de acordo com o nível sérico de 

Phe ou com a tolerância à Phe da dieta podendo ser divididas em: 

a) Hiperfenilalaninemia Persistente Benigna: condição na qual os níveis 

de Phe no sangue permanecem entre 2 e 6 mg/dL, sem prejuízo ao paciente, e a 

atividade da PAH é em torno de 1 a 5% do normal (Smith & Lee, 2000); 

b) Hiperfenilalaninemia Temporária: condição transitória causada pela 

imaturidade temporária da PAH caracterizada por níveis plasmáticos elevados de 

Phe após o nascimento que regridem após poucas semanas de vida pós-natal 

(Smith & Lee, 2000; Scriver et al., 2001); 

c) Fenilcetonúria Materna: síndrome teratogênica em filhos de mães 

fenilcetonúricas que apresentaram níveis plasmáticos de Phe elevados durante a 

gestação. É caracterizada por baixo peso ao nascimento, microcefalia,  retardo 

mental e dismorfias faciais ( Clarck, 1996; Lyon et al., 1996); 

d) Fenilcetonúria Clássica (PKU): condição causada pela deficiência da 

PAH na qual os níveis plasmáticos de Phe são costumeiramente superiores a 10 

mg/dL e a atividade enzimática é menor que 1% do normal (Smith & Lee, 2000). 
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V.2.3 – Metabolismo da L-Fenilalanina e Fenilalanina Hidroxilase 

 

Figura 1.  Metabolismo da Fenilalanina (Phe) em humanos. A ingesta de Phe é 

através da dieta e ela é reciclada através do ―pool‖ de aminoácidos. A hidroxilação 

de Phe pela PAH com seu cofator BH4,  na presença de oxigênio (O2) molecular, 

produz Tyr. O metabolismo alternativo de L-Phe por descarboxilação ou 

transaminação produz vários metabólitos que são excretados na urina (Scriver & 

Kaufman, 2001). 

 

L-fenilalanina é um aminoácido nutricionalmente essencial e indispensável 

para a síntese proteica em tecidos de mamíferos (Womack & Rose, 1934). 

Normalmente, 75% da Phe é convertida em Tyr por hidroxilação (Moss & 

Schoenheimer, 1940; Grau & Steele, 1954) e 25% é incorporada a proteínas. Como 

a principal via catabólica da Phe está afetada na PKU, pacientes afetados pela 

doença apresentam níveis sanguíneos de Phe até 20 vezes maiores que o normal. 

Além do acúmulo de Phe decorrente da ausência ou deficiência da atividade da 

PAH, ocorrem reações paralelas como a transaminação da Phe com o piruvato 

produzindo o metabólito fenilpiruvato. Além disso, ocorre a diminuição do produto 
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Tyr, responsável pela biossíntese de diversos neurotransmissores, como a 

dopamina e a norepinefrina (Scriver & Kaufman, 2001)(Figura 1). 

Enquanto a para-hidroxilação de Phe é essencial para a ruptura do anel 

benzênico (Figura 2), ela não é requerida para o futuro metabolismo  da cadeia 

lateral de alanina (Kaufman, 1999). Esta rota alternativa de transaminação e 

descarboxilação leva à formação de metabólitos tais como fenilpiruvato 

(transaminação), feniletilamina (descarboxilação) e os derivados do fenilpiruvato:  

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

 

 

Figura 2. A conversão de Fenilalanina(Phe) a Tirosina(Tyr). É via uma rota 

envolvendo a para-hidroxilação do benzeno pela PAH, o cofator BH4 e o O2 

molecular (Williams et al., 2008). 

 

Phe, tetraidrobiopteridina (BH4) e oxigênio (O2) estão envolvidas na reação de 

hidroxilação da Phe. Além de nicotinamida adenina dinucleotídeo reduzido (NADH) e 

um mecanismo que envolve a fosforilação e desfosforilação (Udenfriend & Cooper, 

1952; Scriver & Clow, 1980).  Os produtos são Tyr, diidropteridina (qBH2) e água 

(H2O). A qBH2 é uma substância instável e portanto pode sofrer um rearranjo e 

formar o tautômero 7,8 diidropteridina e, através da diidrofolato redutase, reconstituir 

a BH4.  PAH pode ser dividida em um número de domínios funcionais (Figura 3). O 

domínio regulatório contém um resíduo de serina que é considerado estar envolvido 

na ativação pela fosforilação. O domínio catalítico contém uma porção principal de 
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26 ou 27 aminoácidos responsáveis pelo cofator e ferro férrico ligado. O domínio C-

terminal é considerado ser associado com inter-subunidade de ligação (Hufton et al., 

1995). 

 

Figura 3. A estrutura de domínio de Fenilalanina Hidroxilase(PAH).  Cada 

subunidade de PAH é classificada em três domínios funcionais que estão envolvidos 

com regulação, atividade catalítica e subunidades de ligação (Erlandsen & Stevens, 

1999 em Williams et al., 2008). 

 

V.2.4  – Genética da PKU 

O gene da PAH humana está localizado no cromossomo 12q23.2, contém 

aproximadamente 171kb e 13 exons (Konecki et al., 1992; Lidsky et al., 1985). O 

DNA funcional contém aproximadamente 2,4kb e codifica a síntese de um 

polipeptídeo de 452 aminoácidos, cuja sequência é quase idêntica à da proteína 

PAH humana, indicando uma pequena modificação pós-traducional (Lidsky et al., 

1985). HPA pode ser causada por mais de 500 mutações do ―locus‖ na PAH, que 

resultam na PKU, ou por várias mutações em outros ―loci‖ que afetam a síntese e a 

regeneração de BH4, resultando em uma HPA não PKU (Scriver & Kaufman, 2001). 
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V.2.5 – Diagnóstico 

 A PKU foi o primeiro EIM incluído em triagem neonatal no mundo desde o 

final dos anos 1960, seguindo o desenvolvimento do ensaio bioquímico de Guthrie 

para diagnóstico de PKU e diversas outras doenças (Muchamore et al., 2006). No 

Brasil, o Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN), implantado em 2001, já 

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

 O diagnóstico da HPA é feito com base na elevada concentração sanguínea 

de Phe em repetidas amostras de sangue. O limite superior de referência para Phe 

em sangue total ou plasma em neonatos é menor que 150 μmol/L e levemente 

menor (< 120μmol/L) em crianças mais velhas (Scriver & Kaufman, 2001). Das 

crianças com HPA persistente, mais de 98% têm a condição devido à mutação do 

―locus‖ na PAH (Scriver & Kaufman, 2001). O diagnóstico pode ser confirmado pela 

determinação fluorimétrica da Phe no soro (Thompson & Thompson, 1988) ou ainda 

por cromatografia de troca iônica através de analisadores de aminoácidos ou por 

cromatografia líquida de alta performance. O diagnóstico diferencial da PKU para 

outras desordens de síntese e reciclagem de BH4,  importante para instituição do 

tratamento adequado, pode envolver vários testes incluindo testes de carga de BH4, 

medida plasmática e na urina de metabólitos da proteína e metabólitos 

neurotransmissores bem como medida de traços sanguíneos de diidropteridina 

redutase (Scriver & Kaufman, 2001). A medida direta da atividade da enzima (PAH, 

4α-carbinolamina desidratase) requer biópsia do tecido hepático (Williams et al., 

2008). 
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V.2.6 – Aspectos Clínicos 

 Os pacientes fenilcetonúricos são normais ao nascimento, mas os problemas 

neurológicos podem surgir nos primeiros meses da vida, caso não recebam o 

tratamento recomendado (Cooper, 2000). A PKU caracteriza-se clinicamente por um 

grupo de sinais e sintomas de manifestação variável: eczema, dificuldade para andar 

e falar, hipopigmentação da pele, atraso do desenvolvimento psicomotor, 

convulsões, hiperatividade, reduzida performance em testes de atenção e em escala 

de QI, comportamento agressivo, hipotonia muscular, tremores, microcefalia, 

epilepsia, hipoplasia dentária, descalcificação dos ossos longos, retardo do 

crescimento e anormalidade do eletroencefalograma (EEG) e de imagens por 

ressonância magnética (MRI) diretamente relacionadas com a concentração 

sanguínea 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 Fisiológicos 

 A deterioração mental e as alterações do tecido nervoso dos pacientes com 

PKU foram anteriormente relacionadas com possíveis efeitos tóxicos do fenilpiruvato 

(Silberberg, 1967) e do fenilacetato (Fulton et al., 1980).  O aumento dos níveis 

circulantes de Phe em pacientes fenilcetonúricos limitaria o transporte de Tyr e 

triptofano (precursores de neurotransmissores), por competição pelo sistema de 

transporte, entre eles o sistema L, na barreira hemato-encefálica (Laterra & 

Godstein, 1993), diminuindo sua disponibilidade para a síntese de neuropeptídeos 

ou conversão a aminas biogênicas (Nadler & Hsia, 1961; Oldendorf, 1973; Wurtman 

et al., 1980).  

Muitos trabalhos têm imputado à Phe o principal papel na gênese da 

disfunção cerebral (Scriver & Kaufman, 2001) demonstrando que Phe interfere em 
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vários sistemas enzimáticos  influenciando na neurotransmissão glutamatérgica, na 

síntese de neurotransmissores e de colesterol (Glushakov et al., 2003, 2005; Joseph 

& Dyer, 2003; Schefer et al., 2000), na sinaptogênese, na atividade da piruvato 

quinase e no metabolismo da glicose (Pietz et al., 2003; Hörster et al., 2006; 

Hasselbalch et al., 1996; Rech et al., 2002; Costabeber et al., 2003). Evidências da 

alteração de vários parâmetros de produção de espécies reativas de nitrogênio e 

oxigênio e atividade antioxidante pelo acúmulo de Phe em vários modelos de HPA e 

PKU levaram diversos pesquisadores a presumir que o estresse oxidativo está 

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 

conteúdo de Phe) que previne a maioria das anormalidades neurológicas (Van der 

Knaap & Valk, 2005). Há propostas de  objetivos no que diz respeito à concentração 

sanguínea de Phe durante o tratamento: do nascimento aos 8 anos, Phe entre 100 e 

350 μmol/L; crianças mais velhas e adultos, Phe < 700 μmol/L (Australian Society for 

Inborn Errors of Metabolism, 2005; Blau & Burgard, 2006).  

 Novas possibilidades têm sido introduzidas no manejo da PKU , tais como 

grande número de aminoácidos neutros, tetraidrobiopterina e, potencialmente, 

fenilalanina amônia liase ou terapia gênica (Feillet & Agostini, 2010). 

 Alguns estudos apontam que uma dieta considerada relativamente baixa em 

Phe e as vantagens e desvantagens desta alimentação em pacientes com PKU 

poderia ser cuidadosamente avaliada. Uma prática aproximada disto seria permitir 

300 – 400 mL de leite humano por dia, embora a tolerância individual devesse ser 
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estritamente monitorada. Similares arranjos têm sido sugeridos para manejo da PKU 

alternando alimentos infantis, leite materno humano e produtos livres de Phe (van 

Rijn et al., 2003). 

 

V.3 – Memória e Aprendizagem 

A habilidade dos animais de recordar experiências e de modificar seu 

comportamento de acordo com a natureza de suas experiências claramente se 

classifica como um dos mais excitantes fenômenos da biologia (McGauch, 1966). 

 A aprendizagem e a memória são propriedades fundamentais do sistema 

nervoso central, sendo que ambas estão intimamente relacionadas. Os indivíduos 

apresentam capacidade de adaptação e modificação de seu comportamento quando 

expostos a novas experiências, e a capacidade de aprender e recordar eventos 

depende das modificações induzidas no sistema nervoso pela percepção destes 

eventos ( Ramón & Cajal, 1911).  

 Memórias de longo prazo (LTM – long-term memory) não são estabelecidas 

imediatamente depois que elas são adquiridas. Sua consolidação requer uma 

variedade de processos moleculares ritmados nos neurônios que fazem a memória. 

Estes processos sequenciais estão ligados um ao outro em uma rota complexa 

(Izquerdo & McGauch, 2000; Izquerdo & Medina, 1997). Eles têm sido melhor 

estudados na subregião CA1 do hipocampo, que está envolvida na maioria, senão 

em todas as formas de memória explícita ou declarativa em mamíferos (Izquerdo & 

McGauch, 2000; Izquerdo & Medina, 1997; Squire, 1992; Taubenfeld et al., 1999).  

A memória, como um processo dinâmico, pode ser dividida em quatro etapas: 

 1. Aquisição da informação através da exposição à experiência, interna ou 

externa ao indivíduo. Processo automático que consta essencialmente da 

associação de estímulos e respostas entre si. Este processo associativo (ou não) 
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inicial é intenso e se manifesta no fato de ser a memória de uma experiência recém-

vivida, que geralmente é fiel e precisa ao estímulo que conduziu sua criação. 

Entretanto, com o passar do tempo, esta intensidade e claridade podem sofrer um 

decréscimo (Cammarota, 1998). Não recordamos tudo o que nos sucede, só 

guardamos aquilo que, por determinadas circunstâncias, individuais e do contexto,  

parecem ser determinantes para nos capacitarmos a recordar (Luft, 2007). 

2. Consolidação é a fase do processamento da memória em que a mesma 

se mostra mais lábil e mais susceptível a modificações através da filtração e fixação 

progressiva das informações adquiridas (McGauch, 2000). Os processos 

moleculares que delineiam as mudanças sinápticas necessárias para formação da 

memória incluem dois picos do aumento da atividade da proteína quinase AMPc-

dependente, fosforilação do fator de transcrição CREB1, ativação gênica e síntese 

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 o 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 memórias consolidadas garante sua preservação 

como tal permanecendo de uma maneira mais ou menos estável com o passar do 

tempo (Izquerdo, 1989; McGauch, 1966, 2000). Independente do lugar onde se 

conservam estas memórias, pois há questões que ainda não possuem respostas 

definitivas, é indiscutivelmente certo que estas só nos valem se pudermos resgatá-

las (Izquerdo, 2002). 

4. A evocação é a única maneira de estudar e avaliar o armazenamento de 

memórias, observando a mudança de comportamento do animal devido ao processo 

de memorização (Izquerdo et al., 1998, 2000; Viana, 2000a). 
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A consequência dos três processos envolvidos na memória seria uma 

aprendizagem que se manifesta por um novo comportamento ou a modificação de 

um pré-existente. Entretanto, a maioria dos estudiosos restringe o processo da 

aprendizagem somente à aquisição de novos conhecimentos, enquanto que a 

memória seria a retenção dos mesmos (Izquerdo et al., 1992; Kandel & Squire, 

2000; Morgado, 1999). Por definição, não há aprendizagem sem memória e nem 

memória sem aprendizagem. Devido à dificuldade e às muitas controvérsias para 

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

plasticidade. 

 

V.3.1 – Plasticidade Sináptica e Memória 

 As alterações observadas no processo de aprendizagem e memória ocorrem 

devido à plasticidade neural, fenômeno característico do sistema nervoso central 

(Ramón & Cajal, 1911).  

O conceito de plasticidade é extremamente amplo, incluindo todas as formas 

de reorganização duradoura que ocorrem em um cérebro maduro. Essas 

reorganizações podem ser observadas sobre os aspectos fisiológicos (propriedades 

funcionais adquiridas pelos neurônios), morfológicos (morfologia e ultraestrutura 

neural e glial) ou bioquímicos (atividades enzimáticas, transdução do sinal e 

mudanças na expressão gênica). Referem-se a alterações estruturais e funcionais 

nas sinapses como resultado de processos adaptativos do organismo. Estas 

adaptações promovem alterações na eficiência sináptica e podem aumentar ou 

diminuir a transmissão de impulsos com a consequente modulação do 

comportamento (Au Lois et al., 1997;  McMahon & Barrionuevo, 2002).  

 O cérebro tem a extraordinária capacidade de desenvolver respostas 

plásticas durante longos períodos, podendo durar por toda a vida, sendo que a 

plasticidade funcional está acoplada a mudanças estruturais de longa duração (Au 



22 

Lois et al., 1997). Estudos demonstraram que o SNC pode exibir plasticidade 

sináptica sutil e específica em resposta a uma dada atividade como, por exemplo, o 

aprendizado de uma nova tarefa (Cotman, 1998). 

  

V.3.2 – Extinção ou Inibição de Memórias 

Horas, dias e até anos depois, outros processos podem contribuir para dar às 

memórias forma final. Estes processos incluem extinção, esquecimento (Vianna et 

al., 2001), reaprendizagem e adição ou redistribuição da informação, mistura com 

outras memórias. Enquanto alguns destes eventos têm também sido interpretados 

como uma forma de consolidação (Squire, 1992), é mais comum reservar esta 

palavra para designar os eventos que delineiam os processos que ocorrem nas 

primeiras horas depois da aquisição (Izquierdo & McGaugh, 2000; McGaugh, 2000).  

Quando descreveu o processo de extinção, Pavlov já sugeria que este 

constituia um novo aprendizado. Atualmente, evidências experimentais de diferentes 

origens reforçam os preceitos de Pavlov (1927) e Knorski (1948) e sugerem que as 

memórias formadas para o aprendizado original e para o comportamento resultante 

do processo de extinção são armazenadas paralelamente e evocadas 

preferencialmente de acordo com a relação de hierarquia ultimamente estabelecida 

entre elas (Rescorla, 1988; Pearce & Bouton, 2001; Bouton, 2002). 

Por constituir um novo aprendizado, o processo de extinção potencialmente 

envolve substratos neuroanatômicos, celulares e moleculares similares aqueles 

inicialmente recrutados para o condicionamento associativo. Demonstrações 

experimentais sugerem que diferentes tipos de paradigmas de aprendizado 

envolvem diferentes estruturas cerebrais para o condicionamento inibitório que 

envolve o processo de extinção, alguns paralelos e coexistindo com aqueles 

envolvidos no condicionamento excitatório original (Chan et al., 2001; Dudai, 2003). 
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V.3.3 – O papel do Hipocampo na Formação e na Extinção da Memória 

O hipocampo é apontado como estrutura central no processamento de 

informações contextuais e é crucial para a aquisição, consolidação e evocação de 

memórias aversivas baseadas no condicionamento associativo (Phillips & Le Doux, 

1992; Eichenbaum, 1996; Lorenzini et al., 1996; Izquerdo & Medina, 1997). 

 O hipocampo processa a informação recentemente adquirida por um período 

de semanas ou meses e, após, transfere-a para áreas específicas do córtex cerebral 

para um armazenamento mais prolongado (Baddeley, 1997). Esta estrutura tem 

conexões com a amígdala e o septo medial, córtex entorrinal, córtex pré-frontal e 

córtex parietal associativo (Hyman et al., 1990). Todas estas áreas são essenciais 

para formação das memórias declarativas (Figura 4). 

  

 

 

Figura 4. Mapeamento das principais áreas cerebrais envolvidas no 

processamento de memórias declarativas. (Adaptado de Izquerdo, 2002). 

 



24 

O papel central do hipocampo nos processos cognitivos estende-se ao 

fenômeno de extinção como foi demonstrado há várias décadas por Douglas (1967) 

e Kimble (1968), utilizando lesões hipocampais que prejudicavam a inibição 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/memória, é determinada pela exposição de animais (ratos Wistar) a 

um campo aberto (open field task) em duas consecutivas sessões de cinco minutos 

de treino e teste espaçadas em 24 horas. Isto permite a compreensão e análise da 

variação dos parâmetros comportamentais conhecidos por serem indicativos do 

comportamento exploratório e da emocionalidade. 

Parâmetros como o número de cruzamentos de quadrados com as quatro 

patas, o número de ―rearings‖, o tempo de latência para iniciar a exploração do novo 

meio ambiente, o número de ―groomings‖ e o número de bolos fecais são registrados 

por um observador sem informação de condições subjetivas (Walsh & Cummins, 

1976). O número de cruzamentos é indicativo da atividade motora e sua redução ao 

longo das sessões, uma medida de habituação. A redução do número de ―rearings‖ 

através das sessões também é considerada uma medida de habituação. O número 

de ―groomings‖ e de bolos fecais e tempo de latência são expressões 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 são gentilmente colocados no quadrante 

esquerdo de trás, o cronômetro é acionado e os parâmetros 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) é uma estrutura química que possui um elétron 

desemparelhado, ou seja, ocupando um orbital atômico ou molecular sozinho. Isto o 

torna muito instável, 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 biológicos são expostos a radicais livres que são formados 

endogenamente (subprodutos do metabolismo aeróbico) ou que são resultados de 

influências externas, como a radiação ionizante e a exposição à radiação 

eletromagnética (Southorn & Powis, 1988; Wolf, 2001). 

 Em condições fisiológicas do metabolismo celular aeróbico, o O2 molecular 

sofre redução tetravalente, com aceitação de quatro elétrons, resultando na 

formação de H2O. No entanto, aproximadamente 5% do O2 utilizado na cadeia 

respiratória mitocondrial não é completamente reduzido à H2O, podendo ser 

convertido a intermediários reativos como os radicais superóxido (O2
.-) e hidroxila 

(OH
.
) e também o peróxido de hidrogênio (H2O2), processo  exacerbado inclusive em 

condições fisiológicas (Bovoris & Chance, 1973). 

 Espécies reativas do oxigênio (ERO) é um termo genérico que inclui radicais 

do oxigênio e certos não radicais que são agentes oxidantes e/ou são facilmente 
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convertidos a radicais (ácido hipocloroso (HOCl), ácido hipobromoso (HOBr), ozônio 

(O3), peroxinitrito (ONOO), O2
.-, H2O2). Em outras palavras, todos radicais de O2 são 

ERO, mas nem todas ERO são radicais de O2. Espécies reativas do nitrogênio 

(ERN) é também um termo coletivo incluindo radicais de óxido nítrico e dióxido de 

nitrogênio, bem como não radicais, tais como ácido nitroso (HNO2) e tetróxido 

dinitrogênio (N2O4). Reativo não é sempre um termo apropriado: H2O2, óxido nítrico 

(NO
.
) e O2

.-  reagem rapidamente com umas poucas moléculas, já OH
.
 reage  

rapidamente com quase todas. Outras espécies reativas têm intermediários reativos 

(Halliwell & Whiteman, 2004). 

 

V.5.2 – Defesas Antioxidantes 

 Halliwell e Gutteridge (1996) definiram um antioxidante como qualquer 

substância que, quando presente a baixas concentrações, quando comparadas com 

aquela de um substrato oxidável, significantemente diminui ou previne a oxidação 

daquele substrato. 

O estresse oxidativo resulta de um desequilíbrio 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 formação de espécies 

reativas, os sistemas biológicos desenvolveram mecanismos de defesa antioxidante, 

que podem ser enzimáticos e não-enzimáticos, convertendo-as em derivados 

inativos (Halliwell, 2001). As enzimas antioxidantes agem impedindo a sua geração  

bem como as removendo. Dentre os principais antioxidantes enzimáticos estão a 

enzima superóxido dismutase (SOD), que catalisa a dismutação de dois radicais 

superóxido formando peróxido de hidrogênio (H2O2) e O2, a enzima catalase, que é 

responsável pela degradação de H2O2 formando H2O e O2 , e a enzima glutationa 

peroxidase (GSH-Px) que catalisa a decomposição de hidroperóxidos utilizando a 
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glutationa reduzida (GSH) como substrato para formar glutationa oxidada (GSSG) e 

o produto de redução do hidroperóxido. Fisiologicamente, a GSH-Px atua acoplada à 

enzima glutationa redutase (GR) que, por sua vez, catalisa a redução de GSSG, 

usando nicotinamida adenina dinucleotídeo 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 não-enzimáticos que apresentam, direta ou indiretamente, grande 

capacidade de defesa antioxidante, atuando a fim de manter o estado de equilíbrio 

celular. São exemplos deles: bilirrubina, ácido úrico, melatonina, estrógeno e 

glutationa (Halliwell & Gutteridge, 2007). Alguns antioxidantes não podem ser 

sintetizados pelo organismo, devendo ser ingeridos na dieta. Dentre estes 

antioxidantes não-enzimáticos, pode-se citar vitaminas, como A,C,E, riboflavina e 

tiamina e os polifenóis (Salvador & Henriques, 2004). 

 

 

Figura 5 . Redução do oxigênio à água. (Adaptado de Smith; Marks & Lieberman, 

2007).  
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V.5.3 – Estresse Oxidativo 

 Em essência, o termo estresse oxidativo se refere a um sério desequilíbrio 

entre produção de espécies reativas e defesas antioxidantes. Sies (1991) definiu o 

estresse oxidativo como uma desordem no balanço pró-oxidante-antioxidante em 

favor do anterior, levando ao potencial dano. O estresse oxidativo pode  resultar de 

duas condições  associadas ou não: 

a) Níveis diminuídos de antioxidantes, por exemplo, mutações afetando as 

atividades de enzimas de defesa antioxidante tais como cobre zinco superóxido 

dismutase (CuZnSOD), ou GSH-Px, ou toxinas que depletam defesas antioxidantes. 

Por exemplo, muito xenobióticos são metabolizados por conjugação com GSH; altas 

doses podem depletar GSH e causar estresse oxidativo ainda se o xenobiótico não 

for ele mesmo o gerador de espécies reativas. Deficiências de minerais na dieta, por 

exemplo, zinco (Zn2+), magnésio (Mg2+), ferro (Fe2+), cobre (Cu2+) e selênio (Se) e/ou 

antioxidantes podem também causar estresse oxidativo. 

b) Aumento da produção de espécies reativas, por exemplo, por exposição 

das células ou organismos a elevados níveis de O2 ou a outras toxinas que são elas 

mesmas espécies reativas (por exemplo, NO2
.
) ou são metabolizados para gerar 

espécies reativas (por exemplo paraquat), ou ativação excessiva dos sistemas 

―naturais‖ produzindo tais espécies (por exemplo, ativação inapropriada de células 

fagocitárias em doenças inflamatórias crônicas) (Halliwell & Whiteman, 2004). 

 

V.5.4 – Dano Oxidativo 

Dano oxidativo é o dano biomolecular que pode ser causado pelo ataque 

direto de espécies reativas durante o estresse oxidativo (Figura 6) tendo como 

consequências: 
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a) Adaptação de células ou organismo por auto-regulação de sistemas de 

defesa, que podem (a) proteger completamente contra o dano; (b) proteger contra o 

dano por alguma extensão, mas não completamente; ou (c) ―sobreproteger‖ (a célula 

é resistente a níveis mais altos de estresse oxidativo impostos subsequentemente). 

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

moleculares: lipídeos, DNA, proteínas, carboidratos, etc. O dano oxidativo pode 

também ocorrer durante a adaptação. Nem todo dano causado pelo estresse 

oxidativo é dano oxidativo: dano às biomoléculas pode resultar de mudanças 

relacionadas ao estresse oxidativo no nível de íons, cálcio (Ca2+), por exemplo, ou 

ativação 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 superóxido e o radical 

hidroxil iniciam a lipoperoxidação nas membranas celular, mitocondrial, nuclear e do 

retículo endoplasmático.  O aumento da permeabilidade celular provoca o influxo de 

Ca2+ o qual causa dano mitocondrial adicional. Os grupamentos sulfidril de cisteína e 

outros resíduos de aminoácidos nas proteínas são 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, NO2 e peroxinitrito) têm 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 à investigação do possível 

efeito preventivo do piruvato e da creatina sobre alterações comportamentais e 

bioquímicas sugerindo uma possível relação da aprendizagem/memória com o 

estresse oxidativo. Em estudos anteriores em nosso laboratório, as atividades das 

enzimas piruvato quinase e creatina quinase apresentaram alteração 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 administração intra-hipocampal de fenilalanina a ratos Wistar adultos 

atingindo níveis semelhantes aos encontrados no cérebro dos pacientes 

fenilcetonúricos. A abordagem farmacológica foi associada ao paradigma 

comportamental de campo aberto. Além disso, investigamos a possível relação entre 

as alterações de parâmetros comportamentais e as alterações de parâmetros de 

estresse oxidativo.  

 

VI. 2 – Objetivos Específicos 

1. Desenvolver e aplicar modelo experimental de hiperfenilalaninemia através da 

administração intra-hipocampal de fenilalanina a ratos Wistar adultos atingindo 

níveis semelhantes aos encontrados no cérebro dos pacientes fenilcetonúricos. 

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

e bioquímicos (estresse oxidativo). 
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3. Investigar o eventual efeito preventivo da administração de substâncias com 

propriedades energéticas e antioxidantes (creatina e piruvato) sobre os parâmetros 

comportamentais e bioquímicos alterados no modelo in vivo.  
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CAPÍTULO I 

 

 

Piruvato e creatina previnem as alterações do estresse oxidativo e 

do comportamento causadas pela administração 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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DISCUSSÃO 

 

As hiperfenilalaninemias têm sido as doenças mais pesquisadas entre os 

EIM em todo o mundo. A intensificação destes estudos se justifica pela frequência 

relativamente alta na população e pela possibilidade de detecção precoce em 

recém-nascidos com eventual tratamento dietético prevenindo a instalação do 

quadro clínico. Os modelos animais de EIM, genéticos ou químicos, têm por 

finalidade mimetizar o distúrbio metabólico em seres humanos, embora nenhum 

modelo de EIM até hoje desenvolvido tenha sido completamente superponível ao 

defeito humano específico. 

O desenvolvimento do teste de ―screening‖ para PKU (Guthrie & Susi, 1963; 

Koch, 1997) e o tratamento dietético levaram à prevenção do déficit intelectual em 

crianças afetadas através do mundo. Além disso, o modelo de PKU tem ainda sido 

usado como um padrão para derramar luz sobre mais de 200 outros EIM (Applegarth 

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

Embora a PAH seja a enzima hepática responsável pelo defeito bioquímico 

primário na PKU, as principais manifestações desta doença são neurológicas. PAH é 

regulada por um número de possíveis mecanismos. Depois da refeição proteica, é 

postulado que o aumento da Phe no ―pool‖ de aminoácidos causa a liberação de 

glucagon pelo pâncreas (Kaufman, 1986). PAH hepática está sujeita ao controle pelo 

AMPc (adenosina monofosfato cíclico) proteína quinase dependente e α-adrenérgico 

estimulado por processos de fosforilação-desfosforilação Ca2+/proteína quinase 

calmodulina dependente (Richardson et al., 1993). Tem sido postulado que este 

mecanismo de controle influencia a interação do cofator BH4 com PAH (Richardson 
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et al., 1993). Em adição, há evidências de que Phe pode também ser capaz de 

causar a mudança conformacional em PAH, bem como regular positivamente a 

atividade do AMPc (Hufton et al., 1995). Estudos de raio-X cristalográfico são 

consistentes com estes mecanismos (Andersen et al., 2002).  

Conforme a base das concentrações sanguíneas de Phe, a deficiência da 

PAH pode ser classificada em PKU clássica ( Phe> 1200 μmol/L), moderada PKU ( 

Phe = 600 – 1200 μmol/L) e moderada hiperfenilalaninemia (HPA), quando a Phe 

sanguínea está elevada acima da referência limite, mas abaixo de 600 μmol/L 

(Hanley, 2004). 

Quase a totalidade dos pacientes fenilcetonúricos não tratados apresenta 

retardo mental grave. A expectativa de vida dos pacientes não tratados é reduzida 

drasticamente (Scriver & Kaufman, 2001). Os benefícios da dieta de baixa proteína 

restrita em Phe são claros e incluem: desvio da anormalidade bioquímica (aumento 

da concentração de Phe), aumento da performance neurológica e psicológica e 

prevenção do dano neurológico. No entanto, o tratamento dietético não se efetiva 

sem mudanças tais como: consentimento com a dieta, o requerimento de suporte 

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

A dieta  vegetariana proposta para os fenilcetonúricos ( sem carne vermelha, 

frango, peixe ou qualquer tipo de produto derivado) apresenta benefícios, tais como, 

baixos níveis de  gorduras saturadas, colesterol e proteína animal, dieta rica em 

carboidratos, fibras, magnésio, potássio, folato, antioxidantes( vitaminas C e E). 

Vegetarianos fenilcetonúricos, em geral,   tem  reportado menor Índice de Massa 

Corporal do que não vegetarianos tanto quanto menores taxas de doença isquêmica 

cardíaca, menores níveis de colesterol, menor pressão sanguínea, menores taxas 

de hipertensão, diabetes tipo 2 , câncer de cólon e de próstata. No entanto, esta 

dieta também apresenta desvantagens. Muitos dados científicos apontam para a 
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deficiência de nutrientes importantes na dieta vegetarianta, tais como: proteína,  

ferro, zinco, cálcio, selênio, vitamina A, B2 (riboflavina), B12 e D e ácidos graxos 

ômega-3. Em alguns casos, o uso de alimentos fortalecidos ou suplementos pode 

ser útil em encontro dos níveis recomendados para os nutrientes individuais 

(American Dietetic Association, 2003). 

Investigações neuropatológicas em pacientes fenilcetonúricos mostraram 

baixo peso cerebral, redução na formação de mielina com lesões  na substância 

branca, menor desenvolvimento das ramificações dendríticas e menor síntese de 

dopamina, norepinefrina e serotonina (Huttenlocher, 2000). Foi postulado que o 

menor peso cerebral destes pacientes resulta da reduzida proliferação de 

neuroblastos causada pela estimulação 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 BH4 interfere em 

vários sistemas enzimáticos, tais como tirosina hidroxilase e triptofano hidroxilase, 

influenciando na síntese de neurotransmissores (Joseph & Dyer, 2003), bem como 

com a hidroximetilglutaril coenzima A (HMG-Coa) redutase resultando no prejuízo da 

síntese de colesterol (Schefer et al., 2000). A alta concentração de Phe reduziu a 

transmissão sináptica glutamatérgica e glutaminérgica (Glushakov et al., 2003, 

2005), sinaptogênese e a atividade da piruvato quinase (PK) (Pietz et al., 2003; 

Hörster et al., 2006). Outros estudos demonstraram que o metabolismo energético 

está alterado na PKU, como observado pela baixa do metabolismo da glicose pelo 

cérebro de pacientes fenilcetonúricos ( Hasselbalch et al., 1996; Rech et al., 2002; 

Costabeber et al., 2003). 

Espécies reativas são produzidos naturalmente no organismo, mas o excesso 

destes componentes causado pela sua superprodução e/ou pela diminuição das 

defesas antioxidantes leva a distúrbios no sistema enzimático, transporte de 
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membrana, funções do DNA  e outros, como um resultado do dano oxidativo de 

proteínas, lipídeos e DNA (Halliwell & Gutteridge, 2007).  

Acredita-se que os radicais livres e outras espécies reativas do 

oxigênio/nitrogênio/clorina contribuem para o desenvolvimento de diversas doenças 

relacionadas à idade, e talvez, ao próprio processo do envelhecimento (Halliwell & 

Gutteridge, 1999; Sohal et al., 2002). Com relação aos efeitos prejudiciais das 

reações oxidantes ao organismo, as espécies reativas podem promover 

lipoperoxidação, podem causar a oxidação de proteínas de baixa densidade (LDL), 

podem reagir com proteínas levando a sua inativação e podem também reagir com 

DNA e RNA (ácido ribonucleico) levando a mutações somáticas e a distúrbios de 

transcrição (Delanty & Dichter, 1998).  

O cérebro é um órgão bastante susceptível ao estresse oxidativo, por 

consumir grandes quantidades de oxigênio. Além disso, o metabolismo de alguns 

dos principais neurotransmissores, como glutamato e dopamina, gera ERO capazes 

de consumir as defesas antioxidantes, que são baixas em muitas regiões do 

cérebro. Ainda, as membranas neuronais contém níveis elevados de lipídeos 

polinsaturados capazes de sofrer peroxidação lipídica, além de ferro, também 

susceptível ao estresse oxidativo (Halliwell & Gutteridge, 2007). 

O estresse oxidativo também vem sendo observado em alguns erros inatos do 

metabolismo intermediário, incluindo acidemias orgânicas (Moyano et al., 1997; 

Colomé et al., 2000; Fontella et al., 2000; Kölker 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 metabólicas inatas, tais como tirosinemia tipo I, síndrome de 

Rett, adrenoleucodistrofia ligada ao X, doença de Lesh-Nyhan, defeitos do ciclo da 

uréia e homocistinúria (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 não seja inteiramente 

compreendida, imagina-se que possa ser devida ao acúmulo de metabólitos tóxicos, 

que levariam a uma produção 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) o 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 vários modelos de HPA e PKU têm demonstrado estresse 

oxidativo. Evidências da alteração de vários parâmetros de produção de radicais 

livres e atividade antioxidante pelo acúmulo de Phe levaram diversos pesquisadores 

a presumir que o estresse oxidativo está envolvido na fisiopatologia do dano tecidual 

dos pacientes com PKU, explicando, no mínimo em parte, a cascata de disfunções e 

anormalidades cerebrais com retardo mental observadas  nesta doença (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 administração de fenilalanina alterou a aprendizagem e 

memorização dos animais submetidos ao modelo experimental de 

hiperfenilalaninemia quanto às tarefas de habituação no campo 

aberto. A pré-administração de piruvato ou creatina preveniu os 

efeitos da fenilalanina sobre a atividade exploratória.  

 

 O maior efeito clínico na PKU está relacionado ao desenvolvimento cerebral e 

à função cognitiva. Embora o efeito das mutações da PAH sobre a função da enzima 

hepática e a resultante interrupção da homeostase tenha sido bem descrita  

(Kayaalp et al., 1997) o mecanismo pelo qual a alta concentração de Phe resulta em 

prejuízo cognitivo está ainda sendo clarificado.  

O marcador visto na neuropatologia em pacientes fenilcetonúricos tratados e 

não tratados parece envolver hipomielinização e desmielinização (Dyer, 1999). 

Vários fatores têm sido propostos como contribuidores para a neurotoxicidade na 

PKU, incluindo: deficiência de Tyr, o efeito da elevada concentração de Phe sobre o 

transporte de outros metabólitos através da barreira hemato-encefálica, e os efeitos 

de uma potencial e relativa deficiência de Tyr sobre  a neuroquímica e metabolismo 

(Scriver & Kaufman, 2001). No entanto, há observações que não suportam esta 

sugestão: a) a restrição de Phe sozinha poderia não previnir o desenvolvimento do 

fenótipo, e b) a suplementação de Tyr sozinha no período pós-natal não previne os 

defeitos do desenvolvimento e não melhora as funções neuropsicológicas (Williams 

et al., 2008). 

O aprendizado é quantificado experimentalmente como a probabilidade com 

que um organismo responderá, diferentemente, ao mesmo estímulo após a sua 

repetição. Esta alteração está baseada na memória daquilo que foi aprendido pelo 
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organismo após uma sessão de treino que é sua exposição a uma novidade ou a um 

acontecimento (Agranoff, 1998). 

Em estudos anteriores, foi investigada a influência da administração intra-

hipocampal de substâncias sobre o comportamento animal em tarefas de campo 

aberto (open field task). Também tem sido investigado o envolvimento de substratos 

energéticos como antagonistas das alterações do  comportamento animal induzidas 

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

No presente estudo, a alta concentração de Phe no hipocampo, que 

provavelmente mimetiza os episódios de descompensação metabólica no qual o 

aumento dramático de Phe no cérebro ocorre, compromete a performance nos 

testes de comportamento, indicando que este aminoácido interfere com o processo 

de aprendizagem/memória que envolve esta estrutura cerebral. Embora até o 

momento haja dificuldade em relacionar o déficit de desempenho com o defeito 

bioquímico, estes resultados aliados aos estudos prévios do nosso laboratório e um 

grande corpo de evidências demonstrando distúrbios 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 às mudanças de comportamento observadas em 

ratos tratados com Phe.  

Tem sido demonstrado que o metabolismo da glicose está diminuído nos 

cérebros dos pacientes com PKU (Hasselbach et al., 1996), que a Phe inibe a 

captação de glicose  e a produção de energia em cérebros de ratos (Rodrigues et 

al., 1990; Lütz et al., 2003) e que a inibição da piruvato quinase (PK) pelo aumento 

dos níveis de Phe no cérebro poderia reduzir a respiração celular em um momento 

crítico para o desenvolvimento do cérebro, sugerindo que a inibição da PK possa ser 
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um dos mecanismos responsáveis pelo dano cerebral característico desta doença 

(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 farmacológicos, tais como supressão 

da inflamação (Kao et al., 2010). O piruvato poderia também exercer sua atividade 

protetora por decréscimo e/ou retardo do acúmulo do glutamato. Uma contínua 

liberação de glutamato contribui para a perda neuronal na isquemia cerebral. A 

privação de glicose celular que ocorre neste processo patológico aumentou a 

neutoxicidade induzida por N-metil-D-aspartato (NMDA). O acúmulo de glutamato 

extracelular parece ser neurotóxico somente depois da pré-exposição de neurônios 

a NMDA e este acúmulo foi marcadamente diminuído pelo piruvato em cultura de 

células tratadas com NMDA (Maus et al., 1999). 

Estudos prévios demonstraram que a Phe inibiu a atividade da creatina 

quinase (CK) (Costabeber et al., 2003) que é principalmente responsável pela 

síntese de fosfocreatina na mitocôndria a partir de ATP e fosforiltransferência da 

mitocôndria para o citosol, onde fosforila o ADP (Khuchua et al., 1998; Schlattner & 

Wallimann , 2000). Muitos achados apontam para uma íntima correlação entre a 

capacidade funcional do sistema creatina quinase/fosfocreatina/creatina e função 

cerebral. A suplementação ou administração de creatina mostrou efeitos 

neuroprotetores em diversos modelos animais em condições neurodegenerativas e 

de doenças neurológicas (Rae et al., 2003; Bender et al., 2008; Vasques et al., 2006; 

Nasrallah et al., 2010) tais como doença de Huntington, doença de Parkinson ou 

esclerose múltipla amiotrófica. A biossíntese de creatina tem sido postulada como 

um dos maiores fatores da concentração de homocisteína no plasma, a qual tem 

sido identificada como um importante fator de risco independente para doença 

aterosclerótica. Diminuindo a produção de homocisteína, a suplementação oral de 



55 

creatina deve, então, também diminuir o risco do desenvolvimento, por exemplo, de 

doença cardíaca coronária ou doença cérebro vascular  (Wyss & Schulze, 2002). 

Quando o tratamento com Phe (1mM) foi precedido em uma hora pela pré-

administração 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 sessões demonstrou que ambos, piruvato e creatina, 

previniram os efeitos da fenilalanina sobre a atividade exploratória nas tarefas de 

habituação no campo aberto, tendo havido redução dos números de ―crossings‖ e 

―rearings‖ ao longo das sessões, similar ao ocorrido com o grupo controle. O 

significado destes resultados e sua possível relação com a condição humana sugere 

que piruvato e creatina poderiam vir a ser substâncias capazes de prevenir 

alterações do comportamento, apontando para uma possível relação entre a inibição 

das atividades da PK e da CK nas alterações de comportamento na PKU. 

O piruvato e a creatina, isoladamente, não exerceram efeito sobre os animais 

na tarefa de campo aberto, mas preveniram os efeitos da fenilalanina sobre a 

atividade exploratória.  A fenilalanina, o piruvato e a creatina não tiveram efeito 

sobre a emocionalidade dos animais. ―Crossings‖ e ―rearings‖ são considerados 

comportamento exploratório em tarefas de habituação e número de ―groomings‖ e de 

bolos fecais e tempo de latência para iniciar a exploração do meio ambiente ao 

longo das sessões são considerados expressões da emocionalidade (Archer, 1973; 

Elias et al., 1975; Ohl et al., 2001). 

Portanto, é possível que parte dos efeitos preventivos da creatina e do 

piruvato decorram da suplementação das rotas metabólicas reduzidas pela inibição 

parcial da creatina quinase e da piruvato quinase. Por outro lado, piruvato e creatina 

são potentes antioxidantes. O piruvato é um substrato energético resultante da 

atividade da PK (Smith et al., 2007)  ao qual é atribuída a inibição do estresse 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Wyss+M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Schulze+A%22%5BAuthor%5D
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oxidativo por suas propriedades de ―scavenger‖ de vários ERO e consequentemente 

inibindo muitas das aparentes reações tóxicas tais como a lipoperoxidação lipídica e 

a perda de tióis teciduais. É ainda especulado que ERO terão um efeito adverso 

sobre o metabolismo dos tecidos (Hegde et al., 2010).  O estresse oxidativo está 

envolvido na fisiopatologia dos tecidos atingidos pela PKU (Sirtori et al., 2005). Desta 

maneira, piruvato, assim como creatina, previne alterações de comportamento 

induzidas por Phe nas tarefas de habituação no campo aberto. Neste caso, é 

presumido que substratos energéticos, inclusive com propriedades de ―scavenger‖ 

de vários ERO com efeitos adversos sobre o metabolismo, além da usual medida, 

poderiam ser úteis como uma terapia adjuvante na PKU. 
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2. A administração intra-hipocampal de fenilalanina nos animais 

provocou diminuição de TBARS e aumento das sulfidrilas totais, 

TRAP e TAR; a pré-administração de piruvato ou creatina preveniu 

os efeitos da fenilalanina. 

 O estresse oxidativo tem sido observado em algums erros inatos do 

metabolismo intermediário devido ao acúmulo de metabólitos tóxicos levando ao 

excesso da produção 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 acúmulo de Phe induzindo a produção 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 

concentrações similares àquelas encontradas no cérebro de pacientes com PKU, 

sobre a peroxidação lipídica (aumento dos níveis de TBA-RS) e do dano oxidativo às 

proteínas (oxidação de sulfidrilas) no hipocampo foram verificadas e ainda o dano 

oxidativo provocado por Phe foi totalmente prevenido pelos ―scavengers‖ de radicais 

livres α-tocoferol e melatonina. Estes efeitos foram provavelmente mediados por 

ERO (Fernandes et al., 2010). 

A medida de alguns parâmetros de estrese oxidativo visou investigar se este 

processo poderia estar envolvido no comprometimento do desempenho dos animais 

na tarefa de campo aberto.  

Existem evidências crescentes de que o estresse oxidativo desempenha um 

importante papel em várias condições patológicas, como neoplasias, diabetes, 
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aterosclerose, doenças neurodegenerativas como Parkinson, Alzheimer, crises 

convulsivas, desmielinização, esclerose lateral amiotrófica, inflamações crônicas e 

outras doenças neurológicas (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 susceptível ao estresse oxidativo pelas seguintes razões: 

(a) alto conteúdo de ácidos graxos insaturados peroxidáveis; (b) alto consumo de 

oxigênio por unidade de peso; (c) alto conteúdo de ferro e ascorbato; e (d) escassez 

de sistemas de defesa antioxidantes (Floyd , 1999).  

Todos os resultados foram compatíveis com o aumento dos parâmetros 

antioxidantes. TRAP, que é uma medida da concentração de substâncias 

antioxidantes não enzimáticas, principalmente GSH e tioredoxina, aumentou no 

hipocampo dos ratos que receberam Phe. A análise estatística mostrou que o 

aumento de TRAP induzido por Phe foi prevenido pela creatina e pelo piruvato. 

Quando foi medida a qualidade das substâncias antioxidantes não 

enzimáticas, pelo indicador TAR, que é a medida da qualidade das substâncias 

antioxidantes não enzimáticas, este também aumentou pela administração de Phe. 

Novamente, a análise estatística mostrou que o aumento de TAR induzido por Phe 

foi prevenido pela creatina e pelo piruvato. 

TBA-RS, que é uma medida de peroxidação, diminuiu pela administração de 

Phe. A análise estatística indicou que a diminuição de TBA-RS foi prevenida por 

creatina e piruvato.  

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

GSH, tioredoxina e grupos tióis de proteínas, aumentou no hipocampo dos ratos que 
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receberam Phe. Conforme a análise estatística, 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 fenilcetonúricos foi 

prevenido pelos ―scavengers‖ melatonina, α-tocoferol e ácido ascórbico (Martinez-

Cruz et al., 2002). Melatonina e α-tocoferol carreiam preferencialmente radicais 

peroxil e hidroxil, respectivamente, e previnem completamente o dano oxidativo 

lipídico, o que pode sugerir que estas espécies do oxigênio estiveram principalmente 

envolvidas nos efeitos da Phe. Desde que a combinação de SOD e CAT e a óxido 

nítrico sintase (NOS) inibidora da L-NAME (L-nitro-arginina metil ester) não reduziu a 

peroxidação lipídica, pode ser concluído que os radicais superóxido e peróxido de 

hidrogênio, assim como óxido nítrico (NO), não estiveram envolvidos neste efeito 

(Fernandes et al., 2010). Considerando que Phe induz a liberação de radicais livres ― 

in vitro‖ e ―in vivo‖, é possível que o aumento das defeses antioxidantes não 

enzimáticas depois de uma única injeção intra-hipocampal deva ser devido a uma 

imediata resposta para este estresse oxidativo. 

O piruvato, como já 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 simultânea resistência ao estresse oxidativo e 

insulto mitocondrial são resultado de uma única dupla propriedade do ácido pirúvico 

com concomitante habilidade para servir como um efetivo substrato energético para 

a glicólise e para agir como um excepcionalmente forte antioxidante (Mazzio et al., 

2003). 

A defesa das células de Muller, que são as principais células gliais na retina 

de mamíferos e estão predispostas a servir como protetores metabólicos 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 redução da necrose celular. Sob privação de glicose, 

piruvato e outros α-cetoácidos protegeram as células de Muller por carreamento de 

radicais. Isto poderia estar mostrando que o piruvato não age pelo aumento do 

status energético das células de Muller, mas carreando o excesso de radicais livres 

(Frenzel et al., 2005). A geração intraocular de ERO com consequente estresse 

oxidativo tem sido mostrada como sendo um significante fator de patogênese de 

muitas doenças que atingem a visão, tais como catarata e degeneração da retina. A 

inibição da glicólise induzida por estresse oxidativo foi prevenida por piruvato (Hegde 

et al., 2010 ) .  

O efeito protetor do piruvato de sódio, um ―scavenger‖ de radicais livres, 

contra o peróxido de hidrogênio (H2O2) induzindo apoptose em células da linhagem -

SK-NMC de neuroblastoma humano foi investigado.  A poli (ADP-ribose) polimerase 

(PARP) participa de um comportamento pivô na manutenção da integridade 

genômica. Durante a apoptose, muitas proteínas sofrem degradação por caspases. 

Piruvato de sódio inibiu a atividade da caspase 3, clivagem da PARP e quebra do 

potencial de membrana mitocondrial. Estes dados sugerem que o piruvato de sódio 

protege contra danos neuronais causados por H2O2  (Jagtap et al., 2003). 

A creatina exerce diretamente propriedades antioxidantes (Lawler et al., 

2002). Pacientes com síndrome de deficiência de creatina apresentam um 

expressivo retardo mental, da fala e da linguagem, e epilepsia. Pacientes com 

deficiência de guanidinoacetato metiltransferase (tratável com suplementação oral 

de creatina) ou deficiência de transporte de creatina podem exibir comportamento 

autista. O denominador comum destas desordens é a depleção do ―pool‖ de creatina 

no cérebro, como demonstrado por espectroscopia de prótons por ressonância 

magnética ―in vivo‖ (Nasrallah et al., 2010). Uma bateria de testes de comportamento 

apresentando diminuída habituação ao campo aberto e menor aquisição de 
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aprendizagem espacial no labirinto aquático de Morris, mas funções motoras e 

sensoriais normais, sugere uma função para a transferência da alta energia fosforil 

mediada pela CK  mitocondrial em sinalização sináptica no complexo de resposta do 

sinal acústico e circuito de aprendizagem hipocampal dependente (Streijger et al., 

2004). 

 O estresse oxidativo resulta de um desequilíbrio entre as defesas 

antioxidantes totais e as espécies reativas geradas no tecido (Halliwell & Gutteridge, 

2007). A prevenção dos efeitos observados de Phe pelo pré-tratamento com piruvato 

e creatina reforça a hipótese de que o primeiro contato do hipocampo com Phe 

provoca a formação destas espécies reativas, induzindo o aumento de defesas 

antioxidantes. É possível que a formação contínua destas espécies reativas em 

condições de persistente hiperfenilalaninemia resulte no desequilíbrio 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 proteína, a qual é baixa em antioxidantes (Van Backel et al., 2000; 

Schulpis et al., 2005), é possível que os  substratos energéticos e antioxidantes 

piruvato e/ou creatina possam ser potencialmente úteis como agentes coadjuvantes 

para a presente terapia dietética.  
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CONCLUSÕES 

 

Nos animais submetidos ao modelo experimental de hiperfenilalaninemia, a 

fenilalanina inibiu a aprendizagem e memorização dos mesmos quanto à tarefa 

de habituação no campo aberto, pois reduziu significativamente a atividade 

exploratória nos testes em relação aos treinos. 

O piruvato e a creatina, isoladamente, não exerceram efeito sobre os animais 

na tarefa de campo aberto, mas preveniram os efeitos da fenilalanina sobre a 

atividade exploratória.  

A fenilalanina, o piruvato e a creatina não tiveram efeito sobre a 

emocionalidade dos animais. 

A fenilalanina provocou o aumento de TRAP, que é uma medida da 

concentração de substâncias antioxidantes não enzimáticas, principalmente GSH 

e tioredoxina, e TAR, que é a medida da qualidade das substâncias antioxidantes 

não enzimáticas. 

A fenilalanina provocou o aumento das sulfidrilas totais, que compreendem 

principalmente GSH, tioredoxina e grupos tióis de proteínas. 

A fenilalanina diminuiu a formação de TBA-RS, que é uma medida de 

lipoperoxidação. 

O piruvato e a creatina, isoladamente, não exerceram efeito sobre os 

parâmetros de estresse oxidativo, mas preveniram as alterações provocadas pela  

fenilalanina sobre tais determinações.  

 

O piruvato e a creatina são suplementos dietéticos a serem considerados 

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

mais estudos.  

Os efeitos da fenilalanina no estresse oxidativo podem representar um 

caminho para o entendimento do mecanismo patológico que liga o defeito 

bioquímico primário ao maior efeito clínico na PKU, relacionado ao 

desenvolvimento cerebral e à função cognitiva. 
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PERSPECTIVAS 

 

Usando o modelo de estudo presente: 

Investigar os parâmetros de estresse oxidativo no hipocampo de ratos 

submetidos à administração hipocampal de Phe ao longo de um período de tempo 

entre 15 e 180 min com o objetivo de testar a hipótese de que há inicialmente 

produção de espécies reativas seguidos pelo aumento das defesas antioxidantes.   

Investigar os parâmetros da rede de fosforiltransferência, tais como as 

atividades da creatina quinase, piruvato quinase, adenilato quinase, nucleotídio 

difosfo quinase, 3-fosfoglicerato quinase, gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase, 

glicose-6-fosfato desidrogenase e cadeia respiratória para avaliar a homeostasia 

energética cerebral.  
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