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RESUMO

Introdugéo: A fenilcetonuria (PKU) é caracterizada pela deficiéncia da enzima fenilalanina hidroxilase, cau-
sando acumulo de fenilalanina. O diagndstico precoce e a subordinacdo a dieta pobre em fenilalanina s&o
importantes para prevenir os efeitos prejudiciais da hiperfenilalaninemia. Ndo aderir estritamente a dieta pro-
VOCa, entre outros efeitos, um desequilibrio entre os aminoéacidos neutros que usam o mesmo transportador da
fenilalanina na barreira hematoencefalica, causando, entao, a diminuicdo da entrada de triptofano, o precursor
de serotonina no cérebro. Esse neurotransmissor tem sido implicado na regulagdo dos estados de humor,
sendo sua alta producéo ligada a fadiga central em individuos submetidos a exercicio prolongado. O exercicio
fisico aumenta os niveis de triptofano livre no sangue, o que facilita seu influxo no cérebro, podendo, portanto,
ser Util nos estados hiperfenilalaninémicos. Objetivo: Avaliar se o exercicio aerébico é capaz de normalizar as
concentracdes de triptofano no cérebro de ratos com hiperfenilalaninemia. Métodos: Trinta e dois ratos foram
separados nos grupos sedentario (Sed) e exercicio (Exe), e cada um deles subdividido em controle (SAL) e
hiperfenilalaninemia (PKU). A hiperfenilalaninemia foi induzida pela administragéo de alfa-metilfenilalanina e
fenilalanina durante trés dias, enquanto os grupos SAL receberam salina. Os grupos Exe realizaram uma ses-
sdo de exercicio aerobico com duracdo de 60min e velocidade de 12m.min’. Resultados: A concentracao de
triptofano no cérebro nos grupos PKU foi significativamente menor que nos grupos SAL, tanto Sed como Exe,
compativel com a condicdo hiperfenilalaninémica. O exercicio aumentou a concentracdo cerebral de triptofano
comparada aos animais sedentarios. O achado mais interessante foi que a concentragdo cerebral de triptofano
no grupo ExePKU néo foi diferente do SedSAL. Concluséo: Os resultados indicam um importante papel do
exercicio aerébico para restaurar a concentracao de triptofano no cérebro em ratos hiperfenilalaninémicos.
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ABSTRACT

Introduction: Phenylketonuria (PKU) is characterized by deficiency of the enzyme phenylalanine hydroxylase, lea-
ding to accumulation of phenylalanine. Early diagnosis and subordination to low-phenylalanine diet are important
to prevent the harmful effects of hyperphenylalaninemia. In case the diet is not strictly followed, some possible effects
are imbalance in the neutral amino acids that use the same carrier of phenylalanine to cross the blood-brain barrier,
causing hence reduction in tryptophan entry, the precursor of serotonin in the brain. This neurotransmitter has been
implicated in the regulation of mood states, and its high production is linked to central fatigue in individuals subjected
to prolonged exercise. Physical exercise increases free tryptophan levels in the blood, which facilitates its influx in the
brain, and therefore, may be useful in hyperphenylalaninemia states. Objective: To assess whether aerobic exercise is
able to normalize the concentrations of tryptophan in the brain of rats with hyperphenylalaninemia. Methods: 32 rats
were randomly assigned to sedentary (Sed) and exercise (Exe) groups, and then divided into control (HEA) and hyper-
phenylalaninemia (PKU). Hyperphenylalaninemia was induced by administration of alpha-metylphenylalanine and
phenylalanine for three days, while the HEA groups received saline. Exe groups held a session of aerobic exercise lasting 60
minutes and speed of 12 m.min™". Results: The concentration of tryptophan in the brain of PKU groups was significantly
lower than HEA groups (both in Sed and Exe groups), compatible with the condition of hyperphenylalaninemia. The
exercise increased brain tryptophan levels comparing to sedentary animals. The most interesting finding was that the
brain tryptophan levels of ExePKU group were not different from SedHEA group. Conclusion: The results indicate an
important role of aerobic exercise to restore the concentration of tryptophan in the brain in hyperphenylalaninemic rats.

Keywords: phenylketonuria, phenylalanine, serotonin.

INTRODUCAO

A fenilcetonuria (PKU) € o erro inato mais comum dentre os distur-
bios do metabolismo dos aminodacidos, ocorrendo com a frequéncia
de 1:14.000 nascimentos'. A forma cléssica desta doenca é causada
por mutacdes no gene da enzima hepatica fenilalanina hidroxilase,
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localizado no cromossomo 122, impossibilitando a acdo dessa enzima
que é responsavel pela transformacdo do aminoacido essencial fenila-
lanina em tirosina. Com essa rota inativada, a fenilalanina acumula-se e
segue rotas alternativas, causando distUrbios principalmente no sistema
nervoso central. Quando néo tratada precocemente, a crianga porta-
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dora de fenilcetonuria apresenta um quadro clinico caracterizado por
importante acometimento do sistema nervoso central, apresentando
retardo mental severo, microcefalia, convulsdes, alteracdes motoras,
entre outros sintomas neurolégicos®.

A fim de evitar essas consequéncias, os fenilcetonuricos adotam uma
dieta hipoproteica especialmente pobre em fenilalanina para a manuten-
¢do dos niveis sanguineos desse aminodcido dentro da normalidade. Po-
rém, as necessidades proteicas ndo permitem sua total eliminacdo da dieta,
causando oscilagbes na concentragdo da fenilalanina plasmatica mesmo
naqueles individuos submetidos precocemente e continuamente a dieta
especial. A fenilalanina segue rotas alternativas de metabolizacéo e o au-
mento de fenilalanina e de seus metabdlitos provoca os efeitos téxicos ao
organismo cujos mecanismos ainda ndo sdo completamente conhecidos>*,

Essas substancias inibem importantes enzimas necessarias para a sin-
tese de neurotransmissores, como a 5-hidroxitriptofano descarboxilase,
que dé origem a serotonina’. A concentracdo elevada de fenilalanina cau-
sa diminui¢ao na concentragao dos outros aminodcidos neutros, prejudi-
cando, assim, a passagem desses pela barreira hematoencefalica®®”. Além
disso, os carreadores ali presentes tém maior afinidade por fenilalanina®,
causando, desse modo, a diminuicdo da disponibilidade de triptofano
no cérebro e, consequentemente, a menor producdo de serotonina.
Em individuos fenilcetonuricos tratados precocemente, mas que nao
seguem rigorosamente a dieta, sdo encontradas menores concentragoes
de triptofano e serotonina no plasma® e diminuida excrecao de seroto-
nina na urina'®. Esta situacdo é muito comum entre os pacientes, vista
a grande dificuldade de respeitar rigorosamente a restricdo dietética,
0 que pode levar ao prejuizo cognitivo'®'". A menor produgdo desse
neurotransmissor € ainda mais pronunciada em pacientes nao tratados,
sendo observada post mortem uma reducao de 30-40% na concentracao
de serotonina e de 40-50% nos niveis de triptofano no cérebro'.

A serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT) é um importante neuro-
transmissor monoaminérgico do sistema nervoso central, e é derivada
do aminoécido aromatico essencial triptofano, que é carreado pela pro-
teina albumina na corrente sanguinea. O triptofano livre é captado pelo
encéfalo, apds atravessar a barreira hematoencefilica, e transformado
em 5-hidroxitriptofano, sendo, posteriormente, descarboxilado para a
forma do neurotransmissor ativo, a serotonina'®. Devido a sua acdo em
diversos receptores, a serotonina tem sido implicada na regulagéo dos
estados de humor, incluindo depresséo, ansiedade, ingestao alimentar
e violéncia compulsiva'4. Assim como a baixa producéo de serotonina
causa disturbios na satide mental do individuo, a sua alta producéo esta
relacionada com a fadiga central, como demonstram diversos estudos
com exercicio aerébico em modelo animal'™'® e humano'”'°.

O exercicio fisico é capaz de promover um aumento na producao de
serotonina, devido a maior disponibilidade do seu aminoécido precursor.
Em condicoes aerdbicas de baixa intensidade e longa duracéo, o tecido
adiposo é mobilizado pelo sistema hormonal, liberando cidos graxos para
producao de energia. Esses lipidios serdo carreados pela albumina na cir-
culagdo sanguinea, até atingirem a musculatura ativa'>. A necessidade de
disponibilizar 4cidos graxos livres para oxidagéo acaba por liberar triptofano,
pois ambos utilizam a mesma proteina carreadora. Deste modo, a concen-
tracdo de triptofano livre na barreira hematoencefalica ¢ aumentada?'.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de uma sessao
de exercicio aerébico na concentracdo de triptofano em cérebro de
ratos com hiperfenilalaninemia.

METODOS

Animais

Todos os experimentos com os animais foram realizados de acordo
com as resolucgdes brasileiras especificas sob a Bioética em Experimen-
tos com Animais (Lei n¢ 6.638, de 8 de maio de 1979 e Decreto n2
24645, de 10 julho de 1934). Neste estudo, foram utilizados 32 ratos
Wistar machos, com idade aproximada de 30 dias. Os animais foram
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mantidos em gaiolas coletivas de polietileno, mantidos em salas com
temperatura controlada e expostos a ciclos claro-escuro de 12:12 horas,
com livre acesso a dgua e ao alimento.

Grupos experimentais

Aos 28 dias de vida, os animais foram separados aleatoriamente
em quatro grupos:
1) sedentario controle (SedSAL) - ratos saudaveis; 2) sedentario PKU
(SedPKU) - ratos com hiperfenilalaninemia; 3) exercicio controle (Exe-
SAL) - ratos sauddveis que fizeram exercicio; e 4) exercicio PKU (ExePKU)
- ratos com hiperfenilalaninemia que fizeram exercicio.

Modelo PKU

Os grupos PKU receberam, durante trés dias, as 9h, uma injegdo de
a-metil-fenilalanina (inibidor da fenilalanina hidroxilase) e de fenilalani-
na nas concentracdes de 1,6umol.g” e 2,Tumol.g”, respectivamente,
e, as 18h, receberam a mesma dose de fenilalanina?”. Os grupos SAL
receberam solucdo salina nas mesmas condi¢oes.

Exercicio e mensuracao de triptofano

No quarto dia, 0s grupos Sed permaneceram em suas gaiolas, en-
quanto os grupos Exe realizaram corrida em esteira especifica para roe-
dores (Insight EP 131) durante 60 minutos e velocidade de 12m.min’ %3,
Imediatamente apds, 0s animais foram sacrificados por decapitacdo sem
anestesia, sendo os cérebros removidos rapidamente, limpos (retirada
do cerebelo, bulbo olfatério, ponte e vasos sanguineos superficiais) e
mantidos no gelo. Foram mensuradas as massas dos cérebros e, entao,
homogeneizados com a solucdo tampao fosfato de sédio (Na;PO, -
20mM) com cloreto de potassio (KCI - 140mM), na diluicdo de 1:5. O
produto foi colocado em eppendorfs para centrifugacdo durante 10min
a velocidade de 1.000g e temperatura de 4°C (Eppendorf Centrifuge
5417R). O sobrenadante foi utilizado para a mensuracao do triptofano
por espectrofotofluorimetria (Molecular Devices — Espectra Max Gemini
XPS), com excitacdo de 280nm e emissdo de 360nm?4, Também foram
mensuradas as proteinas totais das amostras pela técnica de Lowry
et al?, utilizando albumina bovina como padrdo. Os resultados foram
normalizados (UM.Mg ey ) €, entéo, calculados em % do controle
(grupo SedSAL) e expressos como média e desvio padrdo. A norma-
lidade dos dados foi verificada através do teste de Shapiro-Wilk, e as
diferencas entre os grupos foram examinadas por ANOVA de duas vias,
seguida do teste de Bonferroni, utilizando o pacote estatistico SPSS ver-
sd0 12.0 para Windows. O indice de significancia empregado foi de 0,05.

RESULTADOS

Na andlise da concentracdo de triptofano no cérebro, foram
encontradas diferengas significativas entre os tratamentos sali-
na e hiperfenilalaninemia [F; ,, = 83,53 p < 0,001], e também en-
tre as condi¢des sedentdrio e exercicio [F,,g = 102,06 p < 0,001],
figura 1. Nao foi observado efeito de interacdo entre os fatores estu-
dados [F(; 55 = 3,58 p = 0,069].

Nos grupos sedentarios, o0 modelo de hiperfenilalaninemia uti-
lizado (grupo SedPKU) diminuiu significativamente a concentra¢éo
de triptofano no cérebro em relacdo ao grupo controle (SedSAL)
(p <0,001). O mesmo ocorreu com 0s grupos que realizaram exercicio,
nos quais a concentracdo de triptofano foi menor no grupo ExePKU
quando comparado ao grupo ExeSAL (p < 0,001).

Em relacao ao efeito do exercicio, o triptofano no cérebro dos ani-
mais exercitados foi significativamente maior em relagdo aos seus con-
troles, com valores maiores para o grupo ExeSAL em relagéo ao SedSAL
(p < 0,001), e maior para o grupo ExePKU em comparacdo ao SedPKU
(p < 0,001). Nao foram encontradas diferencas significativas entre os
animais hiperfenilalaninémicos exercitados (ExePKU) e os controles que
nao realizaram exercicio fisico (SedSAL) (p = 0,903).
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Triptofano (% SedSAL)

SedSAL  SedPKU

ExeSAL ExePKU

Figura 1. Concentracéo relativa de triptofano no cérebro (%SedSAL). Resultados
expressos em média + desvio padrdo. * indica diferenca de SedSAL; ¢ indica diferenca
de SedPKU; indica diferenca de ExeSAL, para p < 0,05.

DISCUSSAO

O modelo hiperfenilalaninémico utilizado neste estudo® foi efetivo na
diminuicao significativa da concentracdo de triptofano no cérebro decor-
rente do aumento da fenilalanina. A maior quantidade de fenilalanina no
plasma, e consequentemente na barreira hematoencefalica, prejudica a pas-
sagem ao cérebro dos outros aminoacidos que utilizam o mesmo sistema
de transporte, diminuindo o influxo de triptofano de maneira importan-
te3672627 A fenilalanina ¢ capaz de saturar as proteinas de membrana, que
garantem a permeabilidade da barreira hematoencefdlica, dificultando ainda
mais a entrada de triptofano e de outros aminoécidos no cérebro?, prova-
velmente devido a sua maior afinidade com esse sistema de transporte®,

A diminuicéo de triptofano significa menor aporte de substrato para
producéo de serotonina pelo sistema hipotalamico, tornando o individuo
mais suscetivel a desordens do humor'. Ardis et al?® encontraram mu-
dancas negativas no comportamento e na cogni¢do de ratos, decorren-
tes da dieta pobre em triptofano ao qual foram submetidos. Os animais
apresentaram menor concentracéo de triptofano no plasma e menor
concentragao de serotonina no cérebro, evidenciando a importancia do
sistema serotoninérgico em variaveis cognitivas. A influéncia prejudicial na
sintese de aminas no cérebro foi observada em modelo animal de hiper-
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fenilalaninemia crénica, que causou déficit cognitivo em ratos adultos?.

0O exercicio fisico proposto? foi significativo no aumento da concentra-
¢éo de triptofano no cérebro, tanto nos animais controles como nos hiper-
fenilalaninémicos. Nossos resultados vao ao encontro de diversos estudos
com animais saudaveis'>'5233 que encontraram aumento da concentracao
de triptofano livre no plasma e no cérebro e, consequentemente, maior
producéo de serotonina. O acréscimo na produgéo de serotonina € causado
pelo aumento da atividade do sistema simpatoadrenérgico, caracteristico
do estresse fisico. Com o estimulo da lipdlise, a maior disponibilidade de
acidos graxos liberados na corrente sanguinea aumenta a necessidade
de a albumina leva-los a musculatura em exercicio, fazendo com que o
triptofano ligado a albumina seja liberado. O triptofano em forma livre em
concentracao aumentada alcanca a barreira hematoencefalica em vanta-
gem em relacdo aos outros aminoacidos, resultando no seu maior influxo
no cérebro e, consequentemente, na maior produgdo de serotonina.

O achado mais interessante deste estudo foi que o valor de triptofano
no cérebro do grupo ExePKU ndo apresentou diferenca estatistica do grupo
SedSAL. Portanto, o exercicio aerdbico foi capaz de reverter a diminuicao
da concentracdo de triptofano encontrada nos ratos hiperfenilalaninémicos
que néo se exercitaram, atingindo valores semelhantes aos dos animais
controles. Com o maior aporte de substrato, é esperado que a producdo
de serotonina encontre-se aumentada, uma vez que a suplementacao de
triptofano apresenta esse efeito em pacientes hiperfenilalaninémicos®.

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que o exercicio
fisico aerébico pode ser uma estratégia interessante para restaurar a
concentracdo de triptofano no cérebro no estado hiperfenilalaninémi-
co. Na literatura cientifica, ndo foram encontrados estudos que rela-
cionassem exercicio aerdbico com individuos hiperfenilalaninémicos.
Assim, mais pesquisas deverao ser realizadas para a comprovacao da
utilizagdo de exercicio fisico aerébico na condi¢éo de hiperfenilalanine-
mia, caracterfstica do individuo com PKU, como estratégia na elevagdo
nos niveis de triptofano no cérebro. Conhecer respostas agudas ao
exercicio fisico como as apresentadas neste trabalho é extremamente
importante para a realizagdo de futuros trabalhos que avaliem os efeitos
do treinamento fisico na hiperfenilalaninemia.
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