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“Uma das generalizagoes mais
impressionantes da Bioquimica é que
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RESUMO

As hiperfenilalaninemias (HPA) sdo distdrbios hereditarios do
metabolismo do aminoacido L-fenilalanina (Phe), sendo causados pela
deficiéncia da atividade da fenilalanina hidroxilase ou de enzimas
envolvidas no metabolismo de sua coenzima, a tetraidrobiopterina. A
HP A denominada fenilcetondria classica (PKU) afeta 1:10.000 recém-
nascidos e é caracterizada por grave deficiéncia intelectual, atraso no
desenvolvimento neuropsicomotor e transtornos psiquiatricos. O
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da Phe sobre par&metros
epigenéticos e de reparo do acido desoxirribonucleico (DNA) em
modelos murinos de HPA, a principal alteracdo bioquimica em
pacientes fenilcetonlricos. Ratos Wistar machos com 5 e 30 dias de vida
foram submetidos a modelos de HPA cronica (duas administragdes
subcutaneas diarias de Phe 5,2 umol/g de peso corporal e uma
administracdo diaria de p-clorofenilalanina 0,9 umol/g, até o 28° dia de
vida) e aguda (uma administragdo subcutanea de Phe 5,2 umol/g e p-
clorofenilalanina 0,9 pmol/g), respectivamente. Os ratos do grupo
controle foram submetidos a condigdes experimentais similares, exceto
por receberem apenas solucéo de cloreto de sédio 0,9 % (peso/volume).
Uma hora ap6s a administracdo (HP A aguda) ou 24 horas ap6s a ultima
administracdo (HPA crénica), os animais sofreram eutanasia por
decapitacdo e o cdrtex cerebral, o corpo estriado e o hipocampo foram
rapidamente dissecados e limpos. Posteriormente, 0 DNA nuclear de
cada tecido foi obtido para as avaliagGes epigenéticas (determinagéo das
atividades de DNA metiltransferases, histonas acetiltransferases e
histonas desacetilases). Avaliou-se também a expressdo génica das
sirtuinas 1 e 6 e da enzima de reparo do DNA poli(difosfato de
adenosina [ADP]-ribose) polimerase 1 (PARP1). A atividade das DNA
metiltransferases apresentou-se significativamente inibida no hipocampo
dos animais submetidos a HP A aguda, quando comparados aos animais
do grupo controle. Por outro lado, em animais recebendo Phe
cronicamente, a atividade destas enzimas apresentou-se aumentada em
todas as estruturas cerebrais analisadas, quando comparada aquela
detectada no grupo controle. A atividade das histonas desacetilases
apresentou-se aumentada em todos os tecidos cerebrais em animais
submetidos a HP A aguda e cronica, quando comparados com 0 grupo
controle. J4 a atividade das histonas acetiltransferases, bem como a
expressdo das sirtuinas e da PARP1 ndo diferiram entre os grupos
experimentais, independentemente da estrutura cerebral analisada e do
modelo de HP A. Coletivamente, os achados do presente estudo sugerem






que os animais submetidos a HPA sdo sujeitos ao remodelamento da
cromatina e diminuicdo global da expressdo génica em tecido cerebral,
contribuindo para o entendimento da disfuncdo neuroldgica observada
em pacientes fenilcetondricos. Adicionalmente, este estudo propde as
histonas desacetilases e DNA metiltransferases como possiveis alvos
terapéuticos para a minimizacédo dos danos cerebrais atribuidos a PKU e
parcialmente mediados por modificacdes epigenéticas.

Palavras-chave: Cérebro; Disfuncdo neuroldgica; Epigenética; L-
Fenilalanina; Fenilcetondria classica.






ABSTRACT

Hyperphenylalaninemia (HPA) characterizes a group of inherited
disorders of L-phenylalanine (Phe) amino acid metabolism caused by
deficiency of phenylalanine hydroxylase (PAH) or enzymes involved in
the metabolism of tetrahydrobiopterin, PAH coenzyme. HPA termed
classic phenylketonuria (PKU) affects 1:10,000 newborns and its
clinical features include severe intellectual disability, failure to thrive
and psychiatric disorders. The present study aimed to evaluate the Phe
effects on epigenetic and deoxyribonucleic acid (DNA) repair
parameters in murine models of HPA, the main biochemical finding in
PKU patients. Five- and thirty-day-old male Wistar rats were submitted
to chronic (two daily subcutaneous injections of 5.2 pmol/g body weight
Phe plus one daily injection of 0.9 pmol/g p-chlorophenylalanine, from
5th to 28th day of age) and acute (one subcutaneous injection of 5.2
umol/g Phe plus 0.9 pmol/g p-chlorophenylalanine) HPA models,
respectively. Control group rats were subjected to a similar experimental
procedure, but received 0.9 % sodium chloride solution instead of Phe
and its analogue. One hour after injection (acute HP A) or 24 hours after
the last injection (chronic HPA), the animals were Killed by decapitation
and the cerebral cortex, striatum and hippocampus were rapidly excised
and cleaned. Thereafter, nuclear DNA from each tissue was extracted in
order to carry out epigenetic assays (determination of the DNA
methyltransferase, histone acetyltransferase and histone deacetylase
activities). Gene expression of sirtuins 1 and 6, and the DNA repair
enzyme poly(adenosine-diphosphate [ADP]-ribose) polymerase 1
(PARP1) was also evaluated. DNA methyltransferase activity was
significantly inhibited in hippocampus of animals submitted to acute
HPA, whereas in the animals chronically receiving Phe, such enzyme
activity was increased in all cerebral structures studied, as compared to
control group. Histone deacetylase activity was increased in animals
submitted to acute and chronic HP A, as compared to control group. On
the other hand, histone acetyltransferase activity as well as sirtuins and
PARP1 expressions did not differ between the experimental groups,
independently on the cerebral tissue and the HPA model. Altogether, the
present findings suggest that animals submitted to HPA are prone to
chromatin remodeling and global decrease in cerebral gene expression,
which contributes to the understanding of neurologic dysfunction
observed in PKU patients. Furthermore, histone deacetylases and DNA
methyltransferases are proposed as potential therapeutic targets to the






mitigation of cerebral damages associated to PKU and partly mediated
by epigenetic alterations.

Keywords: Brain; Classic  phenylketonuria;  Epigenetics; L-
Phenylalanine; Neurologic dysfunction.
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1 INTRODUCAO

A deficiéncia da enzima hepatica fenilalanina hidroxilase (PAH; EC
1.14.16.1) é a causa de um erro inato do metabolismo do aminoacido L-
fenilalanina (Phe) conhecido como fenilcetondria classica (PKU; OMIM
261600). Essa doenca foi descrita originalmente em 1934 por Asbjgrn
Folling, médico noruegués, o qual denominou a condicdo clinica
identificada em criancas com deficiéncia intelectual de “imbecillitas
phenylpyrouvica” devido a quantidade anormalmente alta de
fenilpiruvato presente na urina destes pacientes (Fglling, 1934 apud
Williams et al., 2008). No final da década de 1930, a doenca em questdo
foi renomeada PKU (Penrose e Quastel, 1937), nomenclatura utilizada
até o presente.

A enzima PAH catalisa a hidroxilagdo da Phe, tendo como produto da
reacdo o aminoécido L-tirosina (Figura 1) (Flydal e Martinez, 2013).
Devido ao defeito metabdlico, hd o acimulo de Phe e de metabdlitos
secundarios nos tecidos e liquidos bioldgicos de pacientes
fenilcetondricos, ocasionando hiperfenilalaninemia (HPA) (Blau et al.,
2014). A PKU é causada por polimorfismos do gene PAH, o qual se
localiza na regido 23.2 do braco longo do cromossomo 12 (van Dijk et
al., 2012). Estes polimorfismos resultam em dobramento incorreto de
sua proteina correspondente, contribuindo para a desestabilizagio
conformacional e perda da atividade enzimatica (Gersting et al., 2008).
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4a-OH-BH.« BH. l-cnilacctam ‘ Z .
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PKU

Fenilpiruvato

Figura 1: Diagrama que ilustra o processo de para-hidroxilacéo
enzimatica da L-fenilalanina. A fenilalanina hidroxilase (EC 1.14.16.1)
catalisa a conversdo deste aminoacido em L-tirosina na presenca de oxigénio
molecular (O,) e da coenzima tetraidrobiopterina (BH,). Na fenilcetoniria
classica (PKU), o excesso de vr-fenilalanina é geralmente convertido em
fenilpiruvato por transaminagéo (TA), ao passo que o fenilacetato e o fenilactato
sdo metabolitos derivados do fenilpiruvato. A pterina-4a-carbinolamina (4a-
OH-BH,), composto resultante da hidroxila¢cdo da BH,, é convertido de volta a
esta coenzima para possibilitar o decurso da reacdo catalisada pela fenilalanina
hidroxilase. Adaptado de Flydal e Martinez, 2013.

1.1 EPIDEMIOLOGIA

A distribuicdo mundial da PKU varia conforme a etnia e a localizagéo
geografica. Contudo, estima-se que afete um a cada 10.000 recém-
nascidos (Albrecht et al., 2009). Os paises com as maiores taxas de
prevaléncia incluem a Turquia (1:2.500) (Ozalp et al., 2001), a Irlanda
(1:4.500) (O'Neill et al., 1994) e a Estbnia (1:6.000) (Ounap et al.,
1998), enquanto que as menores taxas sdo observadas na Finlandia
(1:100.000) (Guldberg et al., 1995), no Japédo (1:115.000) (Aoki, 2003)
e na Tailandia (1:223.000) (Sutivijit et al., 2011).

No Brasil, um levantamento realizado no ambito do Programa
Nacional de Triagem Neonatal nos 27 Estados brasileiros identificou
uma prevaléncia de PKU igual a 1:25.326 recéem-nascidos (de Carvalho
et al., 2007). Em um levantamento anual realizado por Nunes e colegas
através do Programa de Triagem Neonatal da Secretaria de Estado da
Salde de Santa Catarina, obteve-se uma prevaléncia média de 1:28.862
criancas submetidas a triagem neonatal basica (Nunes et al., 2013).
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1.2 SINAIS E SINTOMAS

Os individuos afetados por PKU, especialmente aqueles sem terapia
apropriada, apresentam marcante deficiéncia intelectual,
hipopigmentacdo de pele, olhos e pelos (potencialmente secundaria a
deficiéncia de L-tirosina, precursora do pigmento melanina), eczema e
urina com odor murino (Casey, 2013). A deficiéncia de antioxidantes
(Rocha e Martins, 2012) e de zinco, selénio, ferro, folato e vitamina By,
(Robert et al., 2013), bem como transtornos psiquiatricos (Clacy et al.,
2014; Khemir et al., 2016), sobrepeso (Rocha et al., 2013) e fragilidade
Ossea (Gajewska et al., 2012) podem também se manifestar em tais
pacientes, ainda que tratados precocemente. Sabe-se também que a Phe
é relativamente teratogénica. Niveis séricos significativamente elevados
de tal aminoécido em gestantes tornam os recém-nascidos suscetiveis a
deficiéncia psicomotora, malformacfes congénitas e Obito — condicdo
denominada sindrome de PKU materna (Békay et al., 2013).

1.3 ACHADOS LABORATORIAIS E DIAGNOSTICO

O valor de referéncia estabelecido para a concentracdo plasmatica de
Phe em criancas e adultos é inferior a 2,0 miligramas por decilitro
(mg/dL) (Duran, 2008). Em neonatos acometidos por PKU, este valor
pode ultrapassar 3,2 mg/dL, sendo que tais pacientes podem excretar na
urina fenilcetonas resultantes do metabolismo da Phe por vias
metabdlicas alternativas (Pitt, 2010). Okano e Nagasaka (2013)
sugeriram que o nivel plasmatico ideal de Phe em adultos acometidos
por PKU deve ser inferior a 8,0 mg/dL para o funcionamento adequado
do sistema nervoso central (SNC), visto que, em niveis superiores a tal
ponto de corte, estes pesquisadores demonstraram uma associagdo
significativa com estresse oxidativo e desequilibrio no sistema
regulatorio mediado por 6xido nitrico no SNC destes pacientes (Okano e
Nagasaka, 2013).

O diagnostico laboratorial da PKU se inicia por testes de triagem
semiquantitativos que fazem parte do Programa Nacional de Triagem
Neonatal do Brasil (2001), tais como a cromatografia em papel de
aminoacidos em plasma e o ensaio de inibicdo bacteriana de Guthrie em
gotas de sangue do recém-nascido. Caso os niveis plasmaticos de Phe
estejam aumentados, estes sdo quantificados por cromatografia liquida
de alto desempenho (HPLC). A utilizacdo de métodos de biologia
molecular para a pesquisa de alelos mutados do gene PAH confirma o
diagnostico de PKU (Regier e Greene, 2016).
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1.4 TRATAMENTO

A dieta rigorosa restrita em Phe é ainda a base da terapia da PKU
(Ney et al., 2014), contribuindo para 0 aumento da expectativa de vida
da populacdo afetada por tal doenca (Coppus, 2013). O objetivo
terapéutico da dieta em pacientes fenilcetondricos € manter os niveis
plasmaticos de Phe entre 1-6 mg/dL (Regier e Greene, 2016).

A fim de contrabalancar as limitacGes inerentes a dieta em relagdo a
sabor, textura, aparéncia, conveniéncia e custo, diversas estratégias
terapéuticas foram desenvolvidas. Tais abordagens incluem o farmaco
analogo de BH, dicloridrato de sapropterina, formulagbes alimenticias
contendo uma proteina com baixo teor de Phe denominada
glicomacropeptideo, BH, para pacientes responsivos e a administracéo
de aminodcidos grandes neutros (Ney et al., 2014; Strisciuglio e
Concolino, 2014; Somaraju e Merrin, 2015). Além disso, beneficio
clinico adicional em relagdo a disfuncdo neuroldgica apresentada por
pacientes fenilcetonlricos foi atribuido a suplementagdo com o
dipeptideo L-carnitina (Ribas et al., 2014).

1.5 FISIOPATOLOGIA

Apesar da deficiéncia de PAH ocorrer essencialmente no figado, o
maior impacto do excesso de Phe é sobre a fungéo e o desenvolvimento
cerebrais (Donlon et al., 2008). O excesso de Phe em plasma e tecidos
compromete a neurotransmissao ao provocar uma deficiéncia de L-3,4-
di-hidroxifenilalanina, metab6lito utilizado na biossintese de
catecolaminas e sintetizado a partir de L-tirosina (Sperner-Unterweger et
al., 2014). Esta observagdo é consistente com o fato de que testes de
tomografia de emissdo de pdsitrons envolvendo voluntérios sadios e
fenilcetondricos demonstraram que o influxo cerebral do analogo 6-
[*®F]fluoro-L-dopamina ¢ significativamente reduzido nestes pacientes
(Landvogt et al., 2008).

A saturacdo do transportador de aminoécidos grandes neutros situado
na barreira hematoencefalica e a diminuicdo da sintese proteica cerebral
foram atribuidas a HPA associada a PKU (Knudsen et al., 1995;
Hoeksma et al., 2009). Este achado foi relacionado ao comprometimento
do transporte de grandes aminoacidos neutros para 0 SNC provocado
por excesso de Phe (de Groot et al., 2013), bem como a uma diminuicdo
na incorporacdo de L-tirosina em proteinas cerebrais (de Groot et al.,
2015). Além disso, demonstrou-se que 21 proteinas sdo expressas
anormalmente em tecido cerebral de camundongos
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hiperfenilalaninémicos homozigotos, quando comparada a expresséo de
camundongos heterozigotos correspondentes. Quatro destas proteinas
apresentaram expressdo significativamente aumentada (subunidade
Glu2/3 do receptor glutamatérgico do tipo a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolepropiénico — AMPA — e a subunidade NR1 do receptor
glutamatérgico do tipo N-metil-p-aspartico - NMDA), enquanto que 17
proteinas apresentaram expressao reduzida, incluindo a subunidade B da
creatina cinase (EC 2.7.3.2), proteina 2 relacionada a di-
hidropirimidinase (EC 3.5.2.2), fosfopiruvato hidratase (EC 4.2.1.11),
fosfoglicerato mutase 1 (EC 5.4.2.11), isoforma M2 da piruvato cinase
(EC 2.7.1.40) e sinapsina Il (Imperlini et al., 2014).

Adicionalmente, o estresse oxidativo tem sido largamente descrito em
modelos animais de HP A e PKU (Fernandes et al., 2010; Mazzola et al.,
2011; He et al, 2014; Moraes et al, 2014) e em pacientes
fenilcetondricos (Sitta et al., 2009a, 2011; Huemer et al., 2012). Nesse
sentido, niveis aumentados de Phe e seus metabdlitos podem
comprometer a biossintese de enzimas antioxidantes como a glutationa
peroxidase (EC 1.11.1.9), indicando um efeito do acimulo de Phe sobre
a sintese proteica potencialmente relacionado ao estresse oxidativo
(Rocha e Martins, 2012). Ercal e colaboradores (2002) demonstraram
que os niveis cerebrais e eritrocitarios de malondialdeido, um produto de
peroxidacdo lipidica, bem como a atividade de enzimas antioxidantes
eritrocitarias foram significativamente aumentados em camundongos
hiperfenilalaninémicos Pah®™*®™ PKU com 14 a 24 semanas de vida.
A mutagdo presente nesta linhagem pode ser induzida quimicamente
pela substituicdo de timina por citosina no éxon 7 do gene Pah,
resultando, por conseguinte, na substituicdo de um residuo de Phe (Phe
263) por serina (McDonald e Charlton, 1997).

Estudos identificaram também um envolvimento potencial de estresse
oxidativo em células cultivadas em meio enriquecido com Phe (Lu et al.,
2011). A enzima fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida
reduzido (NADPH) desidrogenase (EC 1.6.5.10) é considerada relevante
no equilibrio redutor celular por influenciar nos niveis de NADPH,
sendo sua expressdo e atividade significativamente aumentadas em
células mononucleares de camundongos Pah®™?®™R pPKU, em
comparacdo com camundongos selvagens (He et al., 2013), indicando
que uma diminuico relativa dos niveis de NADPH pode estar envolvida
no mecanismo de estresse oxidativo associado & PKU.

Ainda, uma inibicdo das atividades das enzimas apirase (EC 3.6.1.5) e
creatina cinase (EC 2.7.3.2) in vitro e a ativacdo de vias apoptdticas
foram demonstradas em neurdnios corticais cultivados em meio
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enriquecido com Phe (Berti et al., 2001; Costabeber et al., 2003; Zhang
et al., 2007; Huang et al., 2013). Além disso, altera¢gdes no metabolismo
energético foram implicadas na fisiopatologia da PKU (Berti et al.,
2012). Neste contexto, demonstrou-se que a neurotoxicidade induzida
por altas concentracdes de Phe esta associada a uma diminuicédo
significativa na atividade da adenilato cinase (EC 2.7.4.3) e de
isoformas de creatina cinase em hipocampo e cortex cerebral de ratos
(Bortoluzzi et al, 2014), potencialmente contribuindo para o
entendimento da disfuncdo neurolégica observada em pacientes com
PKU.

Adicionadas a estes achados, alteragdes em oligodendrdcitos, células
mielinizantes do SNC essenciais para a transmissdo dos potenciais de
acdo neuronais, sdo encontradas em situagdes de estresse oxidativo (El
Waly et al., 2014). Esta caracteristica, assim como a diminuicdo da
sintese proteica cerebral supracitada, pode colaborar para o processo de
hipomielinizacdo detectado em pacientes acometidos por PKU
(Gourovitch et al., 1994; Zhongshu et al., 2001; Anderson e Leuzzi,
2010). Demais alteracoes relacionadas a fisiopatologia deste distdrbio
incluem a formacdo de fibrilas de Phe como consequéncia da
autoagregacdo deste aminoacido acumulado em concentracGes
milimolares, conforme demonstrado em estudos in vitro e em tecido
cerebral de camundongos Pah®™? e pacientes fenilcetondricos obtido
post mortem (Adler-Abramovich et al., 2012). A citotoxicidade destas
estruturas supramoleculares foi expressa em termos de diminuicdo da
viabilidade celular em células incubadas em um meio saturado com Phe
(20 mM), a qual foi neutralizada pela administracdo de anticorpos anti-
Phe especificos (de Luigi et al., 2015).

Alteracles epigenéticas como a metilagdo do DNA também foram
detectadas em tecido cerebral de camundongos transgénicos com HPA
(Dobrowolski et al., 2016) e pacientes fenilcetondricos (Dobrowolski et
al., 2015). Além disso, o dano ao DNA foi detectado em leucocitos
destes pacientes (Sitta et al., 2009b; Deon et al., 2015), bem como em
cérebro e leucécitos de ratos submetidos a HPA (Simon et al., 2013),
indicando que o reparo do dano induzido contra esta macromolécula
pode ser defeituoso na PKU.

1.6 EPIGENETICA
O termo epigenética (do grego epi, sobre + “genética”) foi cunhado

por Conrad Waddington (1942) e pode ser definido como o conjunto de
mecanismos que levam a modifica¢des funcionais do genoma ao induzir
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alteracdes estaveis na expressdo génica, sem que haja alteragdes na
sequéncia de nucleotideos de &cido desoxirribonucleico (DNA) que
compde o gene (Nieratschker et al., 2013). Cancer, transtornos mentais e
doengas reprodutivas e autoimunes sdo algumas condigbes clinicas
relacionadas a alteracBes epigenéticas, enquanto que a exposicdo a
metais pesados e pesticidas, radiacdo, tabagismo, hormdnios, micro-
organismos e certos nufrientes sdo considerados  agentes
desencadeadores deste processo (Weinhold, 2006).

Cada molécula de DNA é compartimentalizada no nlcleo de uma
célula eucaridtica em uma estrutura denominada cromatina. A unidade
fundamental da cromatina é o nucleossomo, o qual é composto por um
octadmero de histonas (duas coOpias de cada uma das quatro histonas —
H2A, H2B, H3 e H4) circundado por uma sequéncia de DNA de
aproximadamente 147 pares de bases nitrogenadas. As histonas séo
proteinas globulares, mas apresentam cadeias N-terminais que se
projetam do nucleossomo e cuja extremidade é sujeita a modificacGes
covalentes (Kouzarides, 2007). A expressdo génica é regulada
epigeneticamente por metilacdo e 5-hidroximetilagdo do DNA e
modificagbes covalentes de histonas, as quais levam a alteractes
conformacionais de cromatina (incluindo metilagdo, acetilacéo,
ubiquitinacdo e SUMOilacdo de histonas) (Bannister e Kouzarides,
2011; Nieratschker et al., 2013; Sheng et al., 2014) (Figura 2). Além
disso, a interferéncia mediada por &cido ribonucleico (RNA) de
sequéncia curta e longa, ndo codificante, também contribui para a
regulagdo deste processo (Stefanska e MacEwan, 2015). A metilacdo de
histonas é regulada dinamicamente por histonas metiltransferases (EC
2.1.1.43) e desmetilases (EC 1.14.11.27) (Burchfield et al., 2015).
Outras enzimas epigenéticas incluem as DNA metiltransferases
(DNMTs; EC 2.1.1.37), as histonas acetiltransferases (HATs; EC
2.3.1.48) e as histonas desacetilases (HDACs; EC 3.5.1.98)
(Arrowsmith et al., 2012).
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Figura 2: Esquema que ilustra genericamente o0s mecanismos
epigenéticos que alteram a estrutura da cromatina. A metilagdo do
acido desoxrribonucleico (DNA) estd associada ao desenvolvimento
embrionério e fetal, uso de farmacos, envelhecimento e a certos componentes da
dieta. Por outro lado, a modificacdo de histonas, que consiste na ligacdo
covalente de fatores epigenéticos nas extremidades das cadeias N-terminais
(“caudas™) destas proteinas, pode ser induzida por cancer, doengas autoimunes,
disturbios mentais e diabetes. O resultado destes mecanismos contribui positiva
ou negativamente para a exposicdo de sequéncias de DNA que compdem
determinados genes. Adaptado de National Institutes of Health (2011).

1.6.1 DNMTs

A metilagdo do DNA, mais especificamente a ligacdo de grupos
metila ao carbono 5’ de residuos de citosina desta macromolécula, é um
mecanismo epigenético comum em eucariotos, sobretudo quando
envolve regides do genoma de células somaticas densamente
constituidas  por  dinucleotideos  5’-citosina-fosfato-guanina-3’
denominadas ilhas CpG (do inglés, 5’-cytosine-phosphate-guanine-3°)
(Laird, 2010). Contudo, em células-tronco pluripotentes, este
mecanismo  epigenético pode envolver sitios diferentes  dos
dinucleotideos de citosina e guanina (Lister et al., 2009) e foi implicado



43

em diversos contextos bioldgicos, incluindo desde o processo de
desenvolvimento normal (Law e Jacobsen, 2010; Ghayor e Weber,
2016) até a manutencgdo de memorias (Day e Sweatt, 2010). A metilacao
em regides adjacentes as sequéncias de DNA que compdem 0s genes
(promotores) é associada ao silenciamento da transcricdo génica (Jin et
al., 2011).

A metilacdo do DNA é mediada pelas DNMTSs, enzimas nucleares que
catalisam a transferéncia de um grupo metila do substrato S-
adenosilmetionina (SAM) para um residuo de citosina. Cinco membros
desta classe de enzimas foram identificados em mamiferos: DNMT1,
DNMT2, DNMT3a, DNMT3b e DNMT3L. A DNMT1, DNMT3a e
DNMT3b interagem para produzir o padrdo global de metilagdo do
DNA envolvendo residuos de citosina (Kulis e Esteller, 2010). Destas
trés isoformas, a DNMT1 esta presente em praticamente todas as células
eucaridticas e é responsavel pela manutengdo da metilagdo, enquanto
que os demais membros sdo relacionados a metilacdo de novo nestes
mesmos tipos celulares em diversas condicdes fisiologicas (Yamagata et
al., 2012) (Figura 3). Adicionalmente, a metilagio de DNA e a
metilacdo de histonas se influenciam mutuamente, de modo que a
metilacdo do DNA pode auxiliar no recrutamento e na modificacdo de
histonas apo6s a replicacdo celular, enquanto que a metilacdo de histonas
pode determinar padrdes de metilacgdio do DNA (Cedar e Bergman,
2009).
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Figura 3: A metilacdo do acido desoxirribonucleico (DNA). Este
mecanismo é catalisado pelas DNA metiltransferases (DNMTs) e ocorre
geralmente em residuos de bases de citosina (C) nas ilhas 5’-citosina-fosfato-
guanina-3’ (CpG), quando um grupo metila é ligado ao carbono 5 do anel
pirimidinico. A DNMT3a e a DNMT3b medeiam a metilacdo de residuos de
citosina previamente ndo metilados (metilagdo de novo), enquanto que a
DNMTL1 é responsével pela metilacgdo de DNA hemimetilado (metilado na
sequéncia complementar). O silenciamento da expressdo génica pode ser
desencadeado pela ligagdo de um grupo metila a sequéncia de DNA
correspondente ao promotorde um gene. Adaptada de Ghayor e Weber (2016).

1.6.2 HATs

A acetilagdo de grupos g-amino de residuos de lisina presentes nas
extremidades das cadeias N-terminais das histonas é responsavel por
neutralizar a carga positiva destes grupos, contribuindo para a
diminuicdo da interacdo eletrostatica entre as histonas e o DNA e, por
conseguinte, tornando esta molécula acessivel para a transcricdo génica
(Horikoshi, 2013). A acetilacdo de histonas regula a montagem dos
nucleossomos, a condensacdo e o dobramento da cromatina, assim como
0 silenciamento da heterocromatina. Para ilustrar, a acetilagdo do
residuo de lisina 16 da histona H4 limita significativamente a
compactagdo da cromatina, bem como reduz a interagdo entre as fibras
de nucleossomos (Shahbazian e Grunstein, 2007). Modificagdes
covalentes como a acetilagdo de histonas sdo um dos eventos
moleculares que contribuem para a alteracdo estrutural da cromatina
(Choi e Howe, 2009).

As HATs medeiam a acetilagcdo de histonas ao utilizar a acetil-
coenzima A (acetil-CoA) como substrato doador do grupo acetila
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(—-COCH), catalisando a ligacdo deste a residuos de lisina presentes nas
extremidades das cadeias que se projetam das histonas (Sun et al.,
2012). Consequentemente, as HATs sdo recrutadas para promotores de
genes, a fim de possibilitar sua transcricdo (Judes et al., 2015). A
maioria das HATs nucleares de mamiferos pode ser classificada em pelo
menos trés familias, de acordo com a homologia de suas sequéncias: i) a
familia de N-acetiltransferases, relacionadas ao controle geral da sintese
de aminoacidos, sendo constituida pelas lisinas acetiltransferases 2A e
2B; ii) a familia MYST (sigla inglesa formada a partir dos nomes de seus
quatro membros fundadores — MOZ, YBF2/SAS3, SAS2 e TIP60),
composta pelas lisinas acetiltransferases 5, 6A, 6B, 7 e 8; iii) e a familia
da proteina ligante p300/ligante da proteina ligante de elemento de
resposta ao monofosfato de adenosina ciclico é constituida pelas lisinas
acetiltransferases 3A e 3B (van Beekum e Kalkhoven, 2007; Wapenaar
e Dekker, 2016). A diminuicdo global da acetilacdo de histonas
detectada no cancer pode ser atribuida a diminuicdo da atividade das
HATs (Su et al, 2016). Além disso, algumas destas enzimas séo
inibidas in vitro na presenca de compostos como o acido anacardico
(Eliseeva et al., 2007).

1.6.3 HDACs

As HDACs catalisam a remocéo dos grupos acetila ligados a residuos
de lisina presentes nas histonas, contribuindo para a condensacdo da
cromatina e o silenciamento da transcricdo génica (Zhang et al., 2015).
Em humanos, as 18 HDACs conhecidas sdo agrupadas em quatro
classes: a classe | inclui as HDAC1-3 e HDACS; a classe Il inclui as
HDAC4-7 e HDAC9 (subclasse lla), bem como a HDAC6 e HDAC10
(subclasse Ilb); a classe 111 é composta pelas sete sirtuinas (SIRT1-7) —
HDACs implicadas no envelhecimento, sobrevivéncia e metabolismo
que utilizam dinucleotideo de adenina e nicotinamida (NAD™) como
coenzima (Figura 4); e a classe IV é constituida por um Unico membro,
a HDAC11 (Li e Seto, 2016). Com excecdo das sirtuinas, as HDACs sdo
inibidas significativamente na presenca de acido n-butirico ou seu sal
sédico, acido valproico e o agente antifingico tricostatina A (Fortson et
al., 2011; Steliou et al., 2012; Paino et al., 2014).

As HDACs influenciam diversas fungdes celulares, incluindo a via de
sinalizacdo da insulina (Sharma e Taliyan, 2016) e a estabilidade do
genoma (Gong et al., 2016). A HDAC4 apresenta atividade desacetilase
praticamente indetectavel. Contudo, esta isoforma foi associada com a
regulacdo da SUMOilagcdo de proteinas e a transcricdo génica
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envolvidas na manutengdo de funcgBes cognitivas (Wu et al., 2016).
Além disso, padrdes de expressdo anormais das HDACs de classe I, 1l e
IV foram detectados em certos tipos de céncer, tais como as
enfermidades malignas hematolégicas (Li e Seto, 2016).
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Figura 4: Esquema geral da reagdo catalisada pelas sirtuinas. Estas
isoformas de histonas desacetilases utilizam a coenzima dinucleotideo de
nicotinamida e adenina (NAD") como aceptor do grupo acetila (~COCH;,
destacado em cinza) ligado a grupos g-amino (—NH,) de residuos de lisina (Lys)
em histonas. Os produtos desta reagdo sdo a histona desacetilada, nicotinamida
e O-acetil-difosfato de adenosina (ADP)-ribose. Adaptada de Rahnasto-Rilla e
colaboradores (2016).

As sirtuinas sdo consideradas mediadores de longevidade
evolutivamente conservados, sendo ativadas em condicOes de estresse,
tais como a restricdo caldrica (Guarente, 2013). Estas proteinas sdo
expressas em todos os tecidos humanos. A sirtuina nuclear SIRT1, por
exemplo, é expressa em cérebro, figado, pancreas, tecido adiposo e
musculos esquelético e cardiaco. A SIRT1 e a isoforma mitocondrial
SIRT3 possuem papel essencial na homeostase energética de mamiferos
(Nogueiras et al., 2012). Nesse sentido, a SIRT1 desacetila e ativa
diversos fatores de transcricdo envolvidos em resposta de estresse
celular, bem como atua diretamente sobre proteinas do metabolismo
(Guarente, 2007). Para ilustrar, no figado, a SIRT1 inibe a lipogénese,
estimula a B-oxidacdo de acidos graxos e regula os niveis de acidos
biliares e colesterol (Kemper et al., 2013), o que contribui para o
entendimento da esteatose hepatica relacionada ao etilismo, uma vez que
0 excesso de etanol diminui a expressdo hepatica desta sirtuina (You et
al. 2015). Além disso, a SIRT1 esta envolvida com a regulacdo do ciclo
celular e sua expressdo é normalmente aumentada a fim de sustentar a
proliferacdo de certos tipos de cancer (Grbesa et al., 2015).
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A SIRT6, por sua vez, é uma sirtuina nuclear que interage com
proteinas envolvidas na regulacdo da transcri¢do génica, organizacdo da
cromatina, transporte nuclear, atividade da telomerase (EC 2.7.7.49) e
processamento de RNA (Miteva e Cristea, 2014). A presenca desta
sirtuina no SNC foi associada a regulacio do processo de
desenvolvimento somatico e pode prevenir o aparecimento de
obesidade, conforme estudos realizados em camundongos transgénicos
BS6'°, os quais apresentam delecdo do gene Sirt6 em tecido cerebral
(Schwer et al., 2010). Nesta regido, a SIRT6 é altamente expressa em
neurdnios corticais e hipocampais, bem como em fracfes de membrana
sinaptosomal, potencialmente contribuindo para regular a fungdo
sindptica, a maturacdo e a sobrevivéncia neuronais (Cardinale et al.,
2014). Adicionalmente, a atividade desta sirtuina é necesséria para a
regulacdo da secrecdo de insulina pelas células B-pancreaticas, em parte
por influenciar nos niveis de Ca™" (Xiong et al., 2016). Outra funcio
atribuida a atividade desacetilase da SIRT6 é a inibicdo da expressao do
fator nuclear B (NFkB), um fator de transcrigdo envolvido na ativagdo
de genes de resposta inflamatoria ('Yu et al., 2013). Este mecanismo foi
demonstrado em diferentes cenarios patolégicos (Lappas, 2012;
Balestrieri et al., 2015; Maksin-Matveev et al., 2015; Thandavarayan et
al., 2015; Wu et al., 2015) e pode ser desencadeado pela ativacdo do
fator de necrose tumoral alfa (TNFa) (Lee et al., 2013).

1.7 REPARO DO DANO AO DNA

As células sdo constantemente expostas a estimulos estressantes,
sejam eles enddgenos ou ambientais, os quais podem modificar as
macromoléculas bioldgicas. Neste contexto, fatores como radiagdo,
espécies reativas de nitrogénio e de oxigénio, agentes alquilantes e
produtos resultantes de peroxidacao lipidica podem alterar a estrutura do
DNA. O reparo dos danos induzidos contra esta molécula é, por
conseguinte, crucial para a estabilidade e a integridade da informacao
contida no genoma (Schmoll et al.,, 2016). Defeitos no processo de
reparo do DNA tornam os humanos suscetiveis a diversas condicfes
patoldgicas, incluindo o cancer (Couto et al., 2013). Paradoxalmente,
em certos tipos de tumor, como 0 melanoma maligno, hd um aumento
anormal da expressdo de genes implicados nas vias de reparo do DNA
(Sarasin e Dessen, 2010). Estas vias sdo parte do processo de resposta
celular ao dano ao DNA e incluem o reparo direto, o reparo por excisédo
de base nitrogenada, o reparo por excisdo de nucleotideo e o reparo do
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pareamento incorreto de bases e da quebra da dupla hélice de DNA
(Gavande et al., 2016).

Dentre estes, 0 mecanismo mais simples é o reparo direto, que ndo
envolve excisdo de bases ou ruptura da cadeia de pentose-fosfato,
consistindo de reacdes enzimaticas que podem remover lesdes induzidas
por agentes alquilantes e radiacdo ultravioleta (UV) (Eker et al., 2009).
O reparo direto pode ser subdividido em duas vias: reparo do dano
induzido por agentes alquilantes, o qual é mediado por DNA
alquiltransferases (EC 2.1.1.63) e DNA dioxigenases (EC 1.14.11.33), e
0 reparo de lesdes induzidas por radiacdo UV, mediado por DNA
fotoproduto-liases (EC 4.1.99.14) e DNA fotoliases (EC 4.1.99.13)
(Eker et al., 2009). As vias de reparo por excisdo de base sdo
responsaveis pela remocdo de bases modificadas por alquilacéo,
desaminacdo, oxidagdo, entre outras reagdes (Robertson et al., 2009). J&
0 reparo por excisdo de nucleotideo remove adutos do DNA (os quais
podem ser causados por radiacdo UV) e contribui para o reparo de
ligacBes cruzadas que ocorrem em uma ou entre duas cadeias de DNA.
O reparo por pareamento incorreto de base corrige erros resultantes da
incorporacdo de nucleotideos inseridos e pareados incorretamente
durante a replicacdo, bem como delecbes e insercdes de nucleotideos
(Curtin, 2012). De acordo com Pardo e colaboradores (2009), o reparo
de quebras da dupla hélice de DNA pode ocorrer principalmente por
duas vias: pela juncdo de extremidades ndo homdlogas (NHEJ) e por
recombinacdo homéloga (HR). A NHEJ medeia o reparo do DNA por
religar as duas extremidades formadas pela quebra. A HR, por sua vez,
consiste de trocas de sequéncias idénticas entre a molécula de DNA
apresentando a quebra e outra molécula de DNA intacta. Geralmente, a
HR é um mecanismo isento de erros quando a sequéncia de DNA que
serve de molde para o reparo é idéntica a sequéncia que apresenta
quebra (Pardo et al., 2009).

1.7.1 O reparo do DNA mediado pela enzima poli(difosfato de
adenosina [ADP]-ribose) polimerase 1

As quebras de cadeias simples de DNA que ocorrem continuamente
podem ser reparadas por excisdo de bases e nucleotideos, bem como
pelo reparo do pareamento incorreto de bases utilizando uma sequéncia
de DNA intacta e idéntica a sequéncia apresentando a lesdo. O
mecanismo predominante de reparo de danos em cadeias simples é pela
excisdo de bases, via que inclui uma familia de enzimas denominadas
poli(difosfato de adenosina [ADP]-ribose) polimerases (PARP; EC
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2.4.2.30) (Davar et al., 2012). Estas enzimas também est&o relac ionadas
a transcricdo génica e a modificagfes da estrutura da cromatina (Morales
et al., 2014). Em humanos, existem ao menos 17 isoformas de PARP,
cuja maioria consiste de proteinas citoplasmaticas, enquanto que PARP1
e PARP2 sdo isoformas nucleares (Vyas et al., 2013).

APARP1 catalisa a poli- ADP-ribosilacdo de diversas proteinas e de si
mesma na presenca da coenzima NAD" (Ogino et al., 2010). Logo apds
a ruptura de uma cadeia simples de DNA, a PARP1 se liga ao sitio da
lesdo através de seus dominios de zinco e utiliza a por¢do ADP-ribose
presente em cada molécula de NAD", a fim de sintetizar cadeias de
oligo- ou poli-ADP-ribose. Estas cadeias se ligam covalentemente a
proteinas especificas, processo que leva a descondensacao da cromatina
e ao recrutamento de enzimas de reparo no sitio da lesdo (Figura 5)
(Malyuchenko et al., 2015). A expressdo do gene relacionado a PARP1
humana (PARP1) é homogénea e relativamente baixa na maioria dos
tecidos normais, embora possa ser anormalmente elevada em diversas
neoplasias, incluindo cancer de mama, Utero, ovario, pulmao e colorretal
(Ossovskaya et al, 2010; Sulzyc-Bielicka et al, 2012).
Consistentemente, a inibicdo desta enzima resulta em atividade
antitumoral contra certos tipos de cancer, possivelmente por defeitos no
processo de reparo do DNA presentes nestes tecidos (Mateo et al.,
2015). Este é o caso dos tumores de mama que apresentam alelos
mutados de um gene supressor de tumor, o gene do cancer de mama 1
(BRCAL), os quais apresentam defeitos na via de reparo por
recombinacdo homdloga, indicando que a expressdo da PARP1 pode
estar aumentada a fim de contrabalangar as alteragdes no reparo do
DNA causadas pela deficiéncia desta via (Green et al., 2015).
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Figura 5: Esquema geral da reacdo de poli-difosfato de adenosina
(ADP)-ribosilacdo de proteinas mediada pela poli(ADP-ribose)
polimerase 1 (PARP1; EC 2.4.2.30). Esta enzima catalisa a poli-ADP-
ribosilacdo de proteinas na presenca da coenzima dinucleotideo de adenina e
nicotinamida oxidada (NAD"). Apés a quebra de uma cadeia simples de 4cido
desoxirribonucleico (DNA), a PARP1 se liga ao sitio da lesdo e utiliza o grupo
ADP-ribose de cada molécula de NAD™ a fim de sintetizar cadeias de oligo- ou
poli-ADP-ribose, as quais se ligam covalentemente a proteinas. O resultado
final deste processo € o recrutamento de enzimas de reparo no local da leséo.
Adaptada de Malyuchenko e colaboradores (2015).

1.8 JUSTIFICATIVA

Considerando-se que 0s mecanismos fisiopatoldgicos do dano cerebral
apresentado por pacientes fenilcetondricos ainda ndo estdo
completamente estabelecidos e que achados recentes sugerem o
envolvimento de alteracbes epigenéticas e dano ao DNA na
fisiopatologia da PKU, torna-se importante avaliar o possivel papel da
Phe nessas alteracdes. O conhecimento da fisiopatologia da doenca pode
colaborar para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para
a PKU.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de altas concentracbes de Phe sobre paradmetros
epigenéticos e de reparo do DNA em modelos experimentais murinos de
HPA.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a atividade das enzimas DNMTs em cdrtex cerebral,
corpo estriado e hipocampo de ratos submetidos a modelos
experimentais de HP A aguda e cronica;

e Determinar a atividade das enzimas HATs em cortex cerebral,
corpo estriado e hipocampo de ratos submetidos a modelos
experimentais de HP A aguda e cronica;

e Determinar a atividade das enzimas HDACs em coértex cerebral,
corpo estriado e hipocampo de ratos submetidos a modelos
experimentais de HP A aguda e crénica;

e Analisar a expressdo dos genes Sirtl e Sirté em cortex cerebral,
corpo estriado e hipocampo de animais submetidos a modelos
experimentais de HP A aguda e cronica;

e Avaliar a expressdo do gene Parpl em cértex cerebral, corpo
estriado e hipocampo de animais submetidos a modelos
experimentais de HP A aguda e crénica.



52

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos da espécie Rattus norvegicus, da
linhagem Wistar, com 5 (HPA crénica) e 30 dias de vida (HP A aguda) e
provenientes do biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense.
Os animais foram mantidos em ciclos de claro-escuro de + 12 horas a
uma temperatura de 22 + 1 °C e com exaustdo. Os ratos tiveram livre
acesso a agua e a racdo comercial especifica. A utilizagcdo dos animais
seguiu o protocolo experimental aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais desta Universidade (protocolos N* 66/2012 e AD-
66/2012, anexos A e B, respectivamente) e obedeceu a Diretriz
Brasileira para o Cuidado e a Utilizacgdo de Animais para Fins
Cientificos e Didaticos, aprovada por meio da Portaria do Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal n® 465 de 23 de maio
de 2013 (Brasil, 2013).

O ndmero de animais por grupo experimental foi igual a 5-6.
Considerando-se a quantidade de tecido necesséria para a realizagao de
todos os experimentos do presente estudo, o nimero total de animais
utilizado foi de 62.

3.2 MODELO ANIMAL DE HPA AGUDA

Inicialmente, os ratos com 30 dias de vida foram divididos em 2
grupos experimentais: grupo controle (n = 6) e grupo HPA (n = 6). Os
animais do grupo HPA receberam uma Unica administracdo subcutanea
de Phe (5,2 umol/g de peso corporal) e para-cloro-L-fenilalanina (p-CI-
Phe; 0,9 umol/g), este ultimo um inibidor da enzima PAH. Os animais
do grupo controle receberam solucdo salina (NaCl 0,9 % p/v) nas
mesmas condicdes experimentais (Wyse et al., 1995). Uma hora ap6s a
administragdo, 0s animais sofreram eutanasia por decapitacdo com
guilhotina, sem anestesia. A caixa craniana foi aberta e o conteldo
cerebral foi retirado e rapidamente dissecado em uma placa de Petri
mantida em gelo. O cortex cerebral foi isolado das estruturas
subcorticais e da massa branca. Posteriormente, o corpo estriado e o
hipocampo foram extraidos e as estruturas cerebrais foram limpas e
mantidas a —80 °C até o momento das analises (Figura 6). Amostras de
sangue periférico total também foram coletadas para obtengdo de soro
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por centrifugacdo a 10.000 rotagbes por minuto (rpm) durante 10
minutos.

3.3 MODELO ANIMAL DE HPA CRONICA

Animais com 5 dias de vida foram divididos em 2 grupos
experimentais: grupo controle (n = 5) e grupo HP A (n = 5). Os animais
do grupo HPA receberam duas administracGes subcutaneas diarias de
Phe (5,2 umol/g), com intervalo de 12 h entre cada administracéo, e uma
administracdo diaria subcutanea de p-ClI-Phe (0,9 umol/g) do quinto ao
vigésimo oitavo dia de vida. Os animais do grupo controle receberam
solucdo salina nas mesmas condicBes (Wyse et al., 1995). Todos os
animais foram mantidos com suas respectivas mées até o vigésimo
primeiro dia de vida, periodo este para lactacdo. Vinte e quatro horas
apés a Ultima administracdo, os animais sofreram eutanasia por
decapitagdo com guilhotina sem anestesia, a caixa craniana foi aberta e 0
conteldo cerebral foi retirado e rapidamente dissecado em uma placa de
Petri mantida em gelo. O cdrtex cerebral foi isolado das estruturas
subcorticais e da massa branca. Posteriormente, o corpo estriado e o
hipocampo foram extraidos e as estruturas cerebrais foram limpas e
mantidas a —80 °C até o momento das analises. Amostras de sangue
periférico total também foram coletadas para obtencéo de soro através
de centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 minutos (Figura 6).
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Figura 6: Esquema que ilustra o delineamento experimental
abordado no presente estudo. O modelo murino de hiperfenilalaninemia
(HPA) induzida quimicamente foi desenvolvido e padronizado por Wyse e
colaboradores (1995). DNA: Acido desoxirribonucleico; Phe: L-Fenilalanina; p-
Cl-Phe: para-Cloro--fenilalanina; RNA: Acido ribonucleico.

3.4 DETERMINACAO DOS NiVEIS SERICOS DE Phe

A determinacdo dos niveis séricos de Phe foi realizada utilizando-se
kit comercial especifico (Phenylalanine Assay Kit, Item MAKOOS5;
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Estados Unidos). A concentracdo
deste aminodcido foi determinada por ensaio ligado a enzima, no qual
ocorre a producédo de dinucleotideo de nicotinamida e adenina reduzido
(NADH) acoplada & desaminacdo da Phe presente em cada amostra. Ao
final do ensaio, um composto é formado a partir do NADH, cuja
fluorescéncia pode ser mensurada em espectrofotdmetro de microplaca
em comprimento de onda (A) de excitacdo de 535 nm e emisséo de 587
nm. Os niveis de Phe sdo proporcionais a intensidade da densidade
optica (OD) medida e foram expressos em mg/mL.
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3.5 EXTRAGAO NUCLEAR

A extracdo nuclear foi realizada utilizando-se um kit comercial
especifico (Nuclear Extraction Kit, Item 10009277; Cayman Chemical,
Ann Arbor, Michigan, Estados Unidos). Inicialmente, as amostras de
tecido foram transferidas para tubos previamente resfriados. A estes
tubos adicionou-se o tampéo hipoténico completo (produzido conforme
as instrugdes do fabricante do produto) suplementado com ditiotreitol
(DTT) e Nonidet P-40® (3 uL de DTT 1 M ¢ 3 uL de Nonidet P-40® 10
% por grama de tecido) na propor¢do de 3 mL de tampéao suplementado
por grama de tecido. Cada amostra foi homogeneizada em seu
respectivo tubo e incubada em gelo por 15 minutos. Em seguida, as
amostras foram submetidas a centrifugagdo em microcentrifuga a 300 x
g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante obtido em cada tubo continha a
fragdo citosélica, a qual foi transferida para tubos previamente resfriados
e mantida em gelo. Neste estadgio do procedimento, a maior parte das
células do sedimento obtidas na etapa anterior ainda ndo foram lisadas.
Por conseguinte, o sedimento contido em cada tubo foi gentilmente
homogeneizado em tampédo hipotdnico completo. Os tubos com a
suspensdo obtida foram entdo incubados em gelo por 15 minutos.
Decorrido este tempo, adicionaram-se 50 uL de Nonidet P-40® 10 % a
cada tubo e procedeu-se a homogeneizagdo por pipetagem para cima e
para baixo. Posteriormente, os tubos foram submetidos a centrifugacéo a
14.000 x g por 30 segundos a 4 °C e o sobrenadante obtido foi
transferido para o tubo contendo a fracdo citosélica e armazenado a —80
°C. O sedimento obtido foi homogeneizado em tampdo de extracdo
nuclear completo (produzido conforme as instrugdes do fabricante). A
suspensdo gerada foi homogeneizada vigorosamente em agitador de
tubos por 15 segundos e, entdo, incubada em gelo por 15 minutos. Em
seguida, os tubos foram novamente homogeneizados em agitador por 30
segundos e incubados em gelo por 15 minutos adicionais. Finalmente, as
amostras foram submetidas a centrifugacdo a 14.000 x g por 10 minutos
a 4 °C. Os sobrenadantes continham a fracdo nuclear e foram
transferidos para tubos resfriados e armazenados a —80 °C para as
andlises subsequentes. Uma aliquota desta suspensdo foi previamente
transferida para tubos resfriados para a quantificagdo de proteinas e
armazenada a —80 °C.
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3.6 AVALIAGOES EPIGENETICAS E DE REPARO DO DANO AO
DNA

3.6.1 Atividade das DNMTs

A atividade das DNMTs foi determinada a partir de um kit comercial
especifico (Methyltransferase Fluorometric Assay Kit, Item 700150;
Cayman Chemical), utilizado para se mensurar a atividade de enzimas
metiltransferases dependentes da coenzima SAM (EC 2.1.1). Durante 0
procedimento, a remoc¢do de um grupo metila da SAM produz a S-
adenosil-homocisteina, a qual é imediatamente convertida em S-ribosil-
homocisteina e adenina pela atividade da enzima S-adenosil-
homocisteina nucleosidase (EC 3.2.2.9). Finalmente, a adenina é
convertida a hipoxantina e esta, por sua vez, é convertida em urato e
peroxido de hidrogénio (H,O,). A reacdo entre H,O, e 0 composto 10-
acetil-3,7-di-hidroxifenoxazina do kit produz um composto denominado
resorufina, cuja fluorescéncia pode ser analisada em um fluorimetro de
microplaca em A de excitagdo e emissao de 530-540 nm e 585-595 nm,
respectivamente. A atividade das DNMTSs é proporcional a intensidade
da OD medida e foi expressa em OD . min-1 . mg de proteina-1. A S-
adenosil-homocisteina pode ser utilizada como controle positivo do
ensaio.

3.6.2 Atividade das HATs

A atividade das HATs foi avaliada por meio de um kit comercial
especifico (HAT Inhibitor Screening Assay Kit, Item 10006515; Cayman
Chemical). Resumidamente, este procedimento necessita de apenas trés
etapas simples. No primeiro passo, as HATs derivadas das amostras sdo
incubadas com acetil-CoA e com um peptideo de histona H3. Neste
momento, as HATSs catalisam a transferéncia enzimatica de grupos acetil
do acetil-CoA ao peptideo de H3, produzindo um peptideo acetilado e
coenzima A (CoA-SH). Ap6s a adicdo de isopropanol para interromper
a reacdo enzimatica (passo 2), um composto denominado 7-dietilamino-
3-(4’-maleimidilfenil)-4-metilcumarina (CPM) € adicionado aos pocos
da placa (passo 3). O CPM reage com 0s grupos tidis livres presentes
nas moléculas de CoA-SH, formando um produto altamente
fluorescente que é detectado usando-se A de excitagdo e emissdo de
360-390 nm e 450-470 nm, respectivamente. Esta informagdo foi
utilizada para calcular a atividade das HATS presentes nas amostras, a
qual foi expressa em OD . min-t. mg de proteina-L
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3.6.3 Atividade das HDACs

A atividade das HDACs foi avaliada através de um kit comercial
especifico (Epigenase™ HDAC Activity/Inhibition Direct Assay Kit
(Colorimetric), Item P-4034-96; Epigentek, Farmingdale, Nova lorque,
Estados Unidos). Este kit continha os reagentes necessarios para se
determinar a atividade destas enzimas, incluindo uma histona acetilada
que reveste firmemente as paredes internas dos pocos da microplaca. As
HDACs presentes na amostra se ligam a este substrato e catalisam a
clivagem das ligaces que unem os grupos acetila & histona. Os produtos
desacetilados desta reacdo podem ser reconhecidos por um anticorpo
especifico. A quantidade de produto desacetilado detectada,
proporcional & atividade enzimética, foi determinada colorimetricamente
pela leitura da absorvancia em espectrofotdmetro de microplaca a A =
450 nm. A atividade das HDACs, proporcional a intensidade da OD
medida, foi expressa em OD . min-1. mg de proteina-L.

3.6.4 Expressao das sirtuinas 1e 6 e da PARP1

O RNA total foi isolado do cdrtex pré-frontal, do hipocampo e do
corpo estriado utilizando-se uma solu¢do composta por tiocianato de
guanidina e fenol comercialmente conhecida como TRIzol® (Life
Technologies, Carlsbad, Califérnia, Estados Unidos), conforme as
instrucdes do fabricante. A pureza (absorvancia 260/280 nm) e a
concentragdo de RNA foram determinadas pelo quantificador de
RNA/DNA L-quant (Loccus Biotecnologia, Cotia, S&o Paulo, Brasil). O
DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de 1 pg do RNA
total utilizando-se o sistema de transcricdo reversa ImProm-//™
(Promega, Madison, Wisconsin, Estados Unidos), segundo as instrugdes
do fabricante. A reacdo em cadeia da DNA polimerase (PCR; EC
2.7.7.7) quantitativa foi realizada utilizando-se o reagente fluorescente
SYBR® Green | (Invitrogen, Carlsbad, California, Estados Unidos), o
qual detecta a sintese de cDNA no sistema de PCR em Tempo Real
7500 (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos).
As condicbes de amplificacdo da PCR foram as seguintes: i) Etapa
inicial para a ativacdo da DNA polimerase, por 5 minutos a 95 °C; ii)
Quarenta ciclos, cada um com duracdo de 15 segundos, a 95 °C para a
desnaturacdo da molécula de DNA,; iii) Trinta e cinco segundos a 60 °C
para anelamento dos iniciadores (primers); iv) E 15 segundos a 72 °C
para a extenséo das cadeias de DNA. Decorrido este procedimento, uma
analise de curva de fuséo foi incluida e a fluorescéncia foi medida a 60—
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99 °C para se verificar a especificidade dos iniciadores e a auséncia de
dimeros de iniciadores e demonstrou, em todos 0s casos, um Unico pico.
Todos os ensaios em tempo real foram realizados em quadruplicata e um
controle negativo de transcriptase reversa foi incluido. Gapd e Hprtl
foram utilizados como genes de referéncia. As sequéncias dos
iniciadores dianteiros (forward primers) e opostos (reverse primers)
utilizados sdo ilustradas na Tabela 1. O rendimento por amostra foi
calculado  utilizando-se o  programa  LinRegPCR  2012.3
(http://LinRegPCR.Nl), enquanto que a estabilidade dos genes de
referéncia, bem como o ndmero 6timo de genes de referéncia de acordo
com a variacdo de pares (V) foram analisados pelo programa GeNorm
3.5 (http://medgen.ugent.be/genorm/). Os niveis de expressdao de RNA
mensageiro (RNAm) foram determinados empregando-se o método
274 (Bustin et al., 2013).

Tabela 1.
Iniciadores dianteiros Iniciadores opostos Al
Gene . . Referéncda
(forward primers) (reverse primers)
5’ o Bonefeld et
Gapd TCACCACCATGGAGA GCTAAGCAGTTGGT L. 2008
AGGC-3’ GGTGCA-3’ &
5- 5 Bonefeld et
Hprtl  GCAGACTTTGCTTTCC ~ CGAGAGGTCCTTTT = ™ o
TTGG-3’ CACCAG-3’ B
5% S Borengasser
Sirtl CTGTTTCCTGTGGGAT ATCGAACATGGCTT et al 92011
ACCTGACT-3’ GAGGATCT-3’ !
5- S Borengasser
Sin6 CCGTCTGGTCATTGTC GCTTCATGAGCTTG ot al g2011
AACCT-3 CACATCAC-3’ ”
= 5" Delineado
Parpl GGACCACCAACTTCG CGGGTCTCCCTGAG ol
CAGGCATCC-3’ ACGTGTGGCAG-3’ P

Sequéncias de iniciadores (primers) utilizadas nos experimentos de reacdo em
cadeia da DNA polimerase (PCR; EC 2.7.7.7) quantitativa em tempo real
incluidas no presente estudo. Gapd e Hprtl correspondema genes de referéncia.
Sirtl, Sirté e Parpl correspondem aos genes murinos relacionados as proteinas
sirtuina 1, sirtuina 6 e poli(difosfato de adenosina [ADP]-ribose) polimerase 1,
respectivamente. (Tabela elaborada pelo autor).
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3.7 DETERMINAGAO DE CONTEUDO PROTEICO

O conteuldo total de proteinas foi mensurado de acordo com o método
descrito por Lowry e colaboradores (1951), utilizando-se albumina
sérica bovina como padréo.

3.8 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram apresentados como media + erro padrdo da
média. Os ensaios foram realizados em duplicata e a média foi utilizada
na analise. Os dados foram comparados por meio do teste t de Student
para amostras independentes. As diferengas entre os grupos foram
consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05. As
analises foram realizadas utilizando-se o programa estatistico IBM SPSS
Statistics (IBM, Armonk, Nova lorque, Estados Unidos). As figuras de
graficos representativos dos resultados foram geradas utilizando-se a
versdao 5.0 do programa GraphPad Prism para Windows (GraphPad
Software, San Diego, Califérnia, Estados Unidos).
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4 RESULTADOS

Inicialmente, foram determinados os niveis séricos de Phe em animais
submetidos aos modelos experimentais de HPA aguda e cronica.
Demonstrou-se que estes niveis estavam significativamente aumentados
no grupo submetido a HPA aguda, em comparacdo com 0 grupo
controle (p = 0,001; Figura 7).
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Figura 7: Niveis séricos do aminoécido fenilalanina (Phe) em ratos
submetidos ao modelo experimental de hiperfenilalaninemia (HPA)
aguda. Os valores representam média + erro padrdo da média e estdo expressos
em miligrama por mililitro (mg/mL). **p < 0,01 comparado ao grupo controle
(teste t de Student para amostras independentes).

Por outro lado, ndo foi observada diferenca estatisticamente
significativa nos niveis de Phe no soro dos animais submetidos ao
modelo de HP A crénica, em comparagdo ao grupo controle (p = 0,155;
Figura 8).
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Figura 8: Niveis séricos do aminodacido fenilalanina (Phe) em ratos
submetidos ao modelo experimental de hiperfenilalaninemia (HPA)
crbnica. Os valores representam média + erro padrdo da média e estdo
expressos em miligrama por mililitro (mg/mL). Ndo foi detectada diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (teste t de Student para amostras
independentes).
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O préximo passo foi avaliar a atividade das enzimas DNMTs em
cortex cerebral, corpo estriado e hipocampo de animais submetidos ao
modelo de HPA aguda. A Figura 9 indica que houve uma diminuicéo
desta atividade enzimética no hipocampo, em comparacdo ao grupo
controle (p = 0,029). Entretanto, ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre 0s grupos nas demais estruturas
cerebrais avaliadas (p(cortex cerebral) = 0,208; p(corpo estriado) =
0,069).
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Figura 9: Atividade de enzima 4&cido desoxirribonucleico
metiltransferase (DNMT) detectada em estruturas cerebrais de
ratos submetidos ao modelo experimental de hiperfenilalaninemia
(HPA) aguda. Os valores representam média + erro padrdo da média e estéo
expressos em densidade dptica (OD) . min—t. mg de proteina?. *p < 0,05, em
comparagdo com o0 grupo controle (teste t de Student para amostras
independentes).

A atividade das DNMTs também foi avaliada em estruturas cerebrais
dos animais submetidos & HPA crénica. Diferentemente do modelo
animal agudo, tais atividades enziméticas encontraram-se aumentadas
em todas as estruturas cerebrais avaliadas quando comparados aquelas
encontradas nas mesmas estruturas de animais do grupo controle
(p(cortex cerebral) = 0,0001; p(corpo estriado) = 0,001; p(hipocampo) =
0,001; Figura 10).
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Figura 10: Atividade de enzima acido desoxirribonucleico
metiltransferase (DNMT) detectada em estruturas cerebrais de
ratos submetidos ao modelo experimental de hiperfenilalaninemia
(HPA) crbnica. Os valores representam média + erro padrdo da média e estéo
expressos em densidade optica (OD) . min'. mg de proteina™. **p <0,01; ***p
< 0,001 em comparagdo com o grupo controle (teste t de Student para amostras
independentes).

A seguir, foi avaliada a atividade enzimatica das HATs em estruturas
cerebrais de animais submetidos aos modelos de HPA aguda e cronica.
Os animais submetidos a HPA aguda ndo apresentaram diferencas
nessas atividades em cortex cerebral, corpo estriado e hipocampo em
comparacdo ao animais do grupo controle (p(cértex cerebral) = 0,386;
p(corpo estriado) = 0,461; p(hipocampo) = 0,395), como observado na
Figura 11.
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Figura 11: Atividade de enzima histona acetiltransferase (HAT)
detectada em estruturas cerebrais de ratos submetidos ao modelo
experimental de hiperfenilalaninemia (HPA) aguda. Os valores
representam média + erro padrdo da média e estdo expressos em densidade
optica (OD) . min~'. mg de proteina. Nao foi observada nenhuma diferenga
estatisticamente significativa entre os grupos experimentais (teste t de Student
para amostras independentes).

De forma semelhante, a atividade das HATs ndo foi alterada em
nenhuma das estruturas cerebrais avaliadas em animais submetidos ao
modelo crénico de HPA, quando comparados com 0 grupo controle
(p(cértex cerebral) = 0,954; p(corpo estriado) = 0,065; p(hipocampo) =
0,871; Figura 12).
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Figura 12: Atividade de enzima histona acetiltransferase (HAT)
detectada em estruturas cerebrais de ratos submetidos ao modelo
experimental de hiperfenilalaninemia (HPA) crénica. Os valores
representam media + erro padrdo da média e estdo expressos em densidade
optica (OD) . min'. mg de proteina’. Nao foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos experimentais (teste t de Student
para amostras independentes).

A seguir, foi avaliada a atividade das HDACs em cortex cerebral,
corpo estriado e hipocampo de animais submetidos a modelos cronicos e
agudos de HPA induzidos quimicamente. A Figura 13 demonstra um
aumento significativo desta atividade enzimatica em animais submetidos
a HP A aguda em todos os tecidos cerebrais analisados, em comparacdo
com o grupo controle (p(cértex cerebral) = 0,011; p(corpo estriado) =
0,016; p(hipocampo) = 0,001).
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Figura 13: Atividade de enzima histona desacetilase (HDAC)
detectada em estruturas cerebrais de ratos submetidos ao modelo
experimental de hiperfenilalaninemia (HPA) aguda. Os valores
representam média + erro padrdo da média e estdo expressos em densidade
optica (OD) . min~'. mg de proteina™. *p < 0,05, em comparagdo com 0 grupo
controle (teste t de Student para amostras independentes).

Similarmente, foi observado um aumento da atividade das HD ACs nas
trés estruturas cerebrais analisadas em animais submetidos ao modelo
experimental de HPA cronica, em comparacdo com 0 grupo controle
(p(cortex cerebral) = 0,0001; p(corpo estriado) = 0,005; p(hipocampo) =
0,0001; Figura 14).
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Figura 14: Atividade de enzima histona desacetilase (HDAC)
detectada em estruturas cerebrais de ratos submetidos ao modelo
experimental de hiperfenilalaninemia (HPA) cronica. Os valores
representam media + erro padrdo da média e estdo expressos em densidade
optica (OD) . min™'. mg de proteina™. **p < 0,01; ***p < 0,001 em comparagdo
como grupo controle (teste t de Student para amostras independentes).

Considerando-se que as sirtuinas sdo uma importante classe de
HDACs, o préximo passo deste estudo foi avaliar a expressdo dos genes
que codificam as proteinas SIRT1 e SIRT6 (em cortex cerebral, corpo
estriado e hipocampo de ratos submetidos a modelos de HP A aguda e
cronica). Neste sentido, nos animais com HPA aguda, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos em relacdo a
expressdo de SIRT1 quando comparada a observada nos animais do
grupo controle (p(cortex cerebral) = 0,5022; p(corpo estriado) = 0,8463;
p(hipocampo) = 0,6726; Figura 15).
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Figura 15: Niveis de expressdo de &cido ribonucleico mensageiro
(RNAm) relativa do gene correspondente a enzima sirtuina 1 (Sirtl)
em estruturas cerebrais de ratos submetidos ao modelo

experimental de hiperfenilalaninemia (HPA) aguda. Os valores
representam média + erro padrdo da média e estdo expressos em unidades
arbitrarias. Ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
(teste t de Student para amostras independentes).

Analogamente, a expressdo génica desta mesma proteina ndo foi
modificada, em nenhuma estrutura cerebral avaliada, pelas altas
concentraces de Phe sustentadas no modelo de HP A cronica (p(cortex
cerebral) = 0,493; p(corpo estriado) = 0,768; p(hipocampo) = 0,692;
Figura 16).
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Figura 16: Niveis de expressdo de acido ribonucleico mensageiro
(RNAm) relativa do gene correspondente a enzima sirtuina 1 (Sirtl)
em estruturas cerebrais de ratos submetidos ao modelo

experimental de hiperfenilalaninemia (HPA) cronica. Os valores
representam média + erro padrdo da média e estdo expressos em unidades
arbitrarias. Ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
(teste t de Student para amostras independentes).

Outrossim, a expressdo génica da proteina SIRT6 ndo foi alterada nas
estruturas cerebrais investigadas de animais submetidos a HP A aguda,
em comparagdo ao grupo controle (p(cortex cerebral) = 0,231; p(corpo
estriado) = 0,888; p(hipocampo) = 0,444; Figura 17).
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Figura 17: Niveis de expressdo de &cido ribonucleico mensageiro
(RNAm) relativa do gene correspondente a enzima sirtuina 6 (Sirt6)
em estruturas cerebrais de ratos submetidos ao modelo

experimental de hiperfenilalaninemia (HPA) aguda. Os valores
representam média + erro padrdo da média e estdo expressos em unidades
arbitrarias. Ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
(teste t de Student para amostras independentes).

A expressdo génica da mesma proteina também ndo foi alterada nas
estruturas cerebrais de animais submetidos ao modelo experimental de
HP A crénica, como observado na Figura 18 (p(cortex cerebral) = 0,281;
p(corpo estriado) = 0,764; p(hipocampo) = 0,344).
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Figura 18: Niveis de expressdo de acido ribonucleico mensageiro
(RNAm) relativa do gene correspondente a enzima sirtuina 6 (Sirt6)
em estruturas cerebrais de ratos submetidos ao modelo

experimental de hiperfenilalaninemia (HPA) cronica. Os valores
representam média + erro padrdo da média e estdo expressos em unidades
arbitrarias. Ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
(teste t de Student para amostras independentes).

Por fim, foi avaliada a expressao génica da proteina PARP1 em cortex
cerebral, corpo estriado e hipocampo de animais expostos a altas
concentracdes de Phe de forma aguda e crénica. Nesse sentido, a Figura
19 demonstra que a expressao génica desta proteina ndo foi alterada no
modelo animal de HPA aguda em nenhuma das estruturas cerebrais
estudadas (p(cortex cerebral) = 0,76; p(corpo estriado) = 0,449;
p(hipocampo) = 0,115).
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Figura 19: Niveis de expressdo de acido ribonucleico mensageiro
(RNAm) relativa do gene correspondente a enzima poli(difosfato de
adenosina [ADP]-ribose) polimerase 1 (Parpl) em estruturas
cerebrais de ratos submetidos ao modelo experimental de

hiperfenilalaninemia (HPA) aguda. Os valores representam média * erro
padrdo da média e estdo expressos emunidades aritrarias. Nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (teste t de Student para amostras
independentes).

A expressdo desta mesma proteina também ndo foi alterada nas
estruturas cerebrais de animais submetidos ao modelo experimental de
HPA cronica (p(cortex cerebral) = 0,372; p(corpo estriado) = 0,971;
p(hipocampo) = 0,392), como observado na Figura 20.
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Figura 20: Niveis de expressdo de &cido ribonucleico mensageiro
(RNAm) relativa do gene correspondente a enzima poli(difosfato de
adenosina [ADP]-ribose) polimerase 1 (Parpl) em estruturas
cerebrais de ratos submetidos ao modelo experimental de

hiperfenilalaninemia (HPA) cronica. Os valores representam média + erro
padrdo da média e estdo expressos em unidades arbitrarias. Ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (teste t de Student para amostras
independentes).
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5 DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou que os niveis séricos de Phe estavam
significativamente aumentados nos animais submetidos ao modelo
agudo de HPA, em comparacdo com 0 grupo controle. Além disso, a
atividade das DNMTs apresentou-se inibida em hipocampo de animais
recebendo Phe agudamente. Em contraste, um aumento significativo na
atividade destas enzimas foi detectado em todas as estruturas cerebrais
em animais submetidos ao modelo cronico de HPA. J4 a atividade das
HDACs nas estruturas cerebrais dos animais aguda ou cronicamente
submetidos a HPA apresentou-se significativamente aumentada, em
comparacdo com o grupo controle. A atividade das HATs, bem como a
expressdo génica das sirtuinas e de PARP1 ndo diferiram
significativamente entre 0s grupos experimentais.

Por outro lado, nao foi observada diferenca significativa nos niveis de
Phe entre os animais recebendo Phe cronicamente e 0 grupo controle,
um achado que se relaciona, em parte, com o estudo realizado por
McKean e colaboradores (1968). Estes pesquisadores demonstraram que
a administrac¢do intraperitoneal de Phe (6,05 pmol por grama de peso
corporal) em ratos machos da linhagem Sprague-Dawley (4-5 semanas
de vida) provocou diminuicdo significativa no contetdo cerebral dos L-
aminoacidos treonina, valina, metionina, isoleucina, histidina e
triptofano 30-60 minutos apés a injecdo, tempo este suficiente para que
fosse detectado um pico no nivel plasméatico de Phe. Todavia, esta
alteracdo cerebral ndo foi observada 180 minutos apds a inje¢do e
tampouco em animais da mesma linhagem e idade similar recebendo
dieta suplementada com Phe (7%) durante trés semanas (McKean et al.,
1968). Estes achados indicam que a administragdo intraperitoneal de Phe
em ratos produz um pico nos niveis plasmaticos deste aminoacido
aproximadamente 60 minutos ap6s a injecdo, tempo a partir do qual
poderia se iniciar uma depuragdo lenta e gradual de Phe em plasma que
contribuiria para a diminuicdo de seus niveis até que estes fossem
similares aos observados em ratos do grupo controle, possivelmente
conforme observado no presente trabalho. E importante ressaltar
também que, como as alteracBes epigenéticas detectadas em estruturas
cerebrais foram mais pronunciadas em animais submetidos ao modelo
de HPA cronica quando comparado a HPA aguda, o acimulo de Phe
poderia se apresentar em tecido cerebral, mas ndo em plasma, de
animais recebendo este aminodcido cronicamente.

No contexto da modificagdo epigenética, a metilagdo do DNA
contribuiu para a geragdo de alelos mutados envolvidos na patogénese
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da PKU humana. Para ilustrar, a metilacdo de residuos de citosina em
sitios CpG pode ter deflagrado a decomposicao da 5’-metilcitosina
resultante em timina, conforme demonstrado na mutacdo prevalente
€.1222C>T do gene PAH (Murphy et al., 2006). E importante ressaltar
que os estudos epigendmicos realizados em modelos animais e pacientes
com PKU até o momento envolvem essencialmente 0 mecanismo da
metilacdo do DNA (Li et al., 2013; Dobrowolski et al., 2014, 2015 e
2016; Item et al., 2017).

Neste cenério, Li e colaboradores (2013) demonstraram que o0
promotor do gene correspondente a uma enzima envolvida na
biossintese de arginina — a argininosuccinato sintase (EC 6.3.4.5) — é
extensamente metilado em leucdcitos de criangas fenilcetonlricas sem
dieta restrita em Phe, quando comparadas a criangas saudaveis. Estes
pesquisadores demonstraram também uma diminuicdo significativa na
expressdo génica desta proteina, secundaria a metilagdo de seu gene
correspondente, contribuindo para a diminuicdo dos niveis plasmaticos
de r-arginina em fenilcetondricos (Li et al, 2013). Em relagdo a
sindrome de PKU materna, Dobrowolski e colaboradores (2014)
detectaram intensa metilacdo em genes cerebrais de fetos de fémeas de
camundongos com HPA (Pah®™?) sem dieta apropriada, em comparacio
com as matrizes transgénicas com dieta restrita em Phe. Estes genes
incluiam genes de microRNAs (RNAs de sequéncia curta que impedem
a transcricdo de seus genes alvo) e de desenvolvimento de espinhas
dendriticas, alguns dos quais tiveram sua expressdao reduzida na
descendéncia de matrizes com HPA sem restricdo dietética de Phe
(Dobrowolski et al., 2014).

Extensa metilacdo do DNA foi também detectada por Dobrowolski e
colaboradores (2015) em leucdcitos e em tecido cerebral obtido post
mortem de pacientes com PKU, quando comparados a leucécitos
obtidos de pacientes com PKU em dieta adequada e tecido cerebral de
individuos saudaveis obtido post mortem. Os genes envolvidos incluiam
genes de microRNAs e de proteinas estruturais de neurdnios. Além
disso, a metilacdo do DNA em leucdcitos foi detectada tanto em
pacientes em dieta com restricdo de Phe quanto em pacientes sem este
controle, embora 0s pacientes sujeitos a maior exposicao ao aminoacido
apresentaram DNA mais extensamente metilado quando comparados
aos pacientes com PKU em dieta apropriada (Dobrowolski et al., 2015).
Em outro estudo liderado pelo mesmo pesquisador (2016), a metilagdo
anormal de promotores de genes foi identificada em tecido cerebral de
camundongos Pah®™® sem dieta com restricio de Phe, quando
comparados a camundongos da mesma linhagem em dieta apropriada,
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embora o nivel plasmético e o tempo de exposicdo a Phe tenham se
correlacionado com a intensidade da metilagdo de DNA detectada. Outra
alteracdo detectada neste estudo foi a desmetilagdo de genes de
microRNAs, cujos alvos incluem genes de suporte sinaptico e axonal.
Dobrowolski e colaboradores (2016) concluiram que padrbes de
metilacdo de DNA anormais podem resultar em alteracGes na expressédo
génica pela metilacdo de promotores de genes ou pela transcricdo
desregulada de genes de microRNAS.

Embora a atividade de enzimas envolvidas na metilacdo do DNA néo
tenha sido avaliada nos estudos epigendmicos realizados no contexto da
PKU supracitados, estas pesquisas corroboram, em parte, os achados do
presente estudo. Analisada isoladamente, a metilacdo do DN A catalisada
pelas DNMTs pode ativar ou silenciar genes, este Ultimo processo sendo
relacionado com a metilagdo em promotores (Jin et al., 2011). Por outro
lado, a acetilacdo de histonas é geralmente associada com a ativacdo da
transcricdo génica (Horikoshi, 2013). Considerando-se o fato da
metilacio do DNA e a acetilagdho de histonas poderem atuar em
sinergismo para influenciar a expressdo génica (Li e Seto, 2016), o
aumento na atividade das DNMTs e HD ACs em estruturas cerebrais de
animais submetidos a administracdo de Phe sugere que esta exposicao
do tecido cerebral ao aminoacido acumulado pode ter induzido um
estado de expressdo génica global reprimida. Esta generalizacdo se
aplica especialmente aos ratos recebendo Phe cronicamente, o que
parece concordar com o0s dados apresentados por Dobrowolski e
colaboradores (2014-6), segundo os quais 0 tempo de exposicdo do
tecido cerebral ao aminoacido pode ser proporcional a intensidade das
alteracdes epigenéticas analisadas. Uma suposta represséo da transcri¢do
génica cerebral no presente estudo poderia prescindir da inibicdo das
HATSs, cuja atividade em tecido cerebral de animais submetidos a HP A
aguda ou cronica ndo diferiu significativamente daquela detectada no
grupo controle.

O estresse oxidativo foi implicado na fisiopatologia da PKU, de modo
que a administracdo de agentes antioxidantes como o &cido lipoico
impediu a modificacdo oxidativa de lipideos, proteinas e DNA, bem
como a alteracio em enzimas antioxidantes em  ratos
hiperfenilalaninémicos (Moraes et al., 2013). Além disso, este processo
é associado com desregulacio epigenética e alteracdo da expressdo
génica em mamiferos (Chervona e Costa, 2012). Para ilustrar, a
desmetilacdo do promotor do alelo TGATTGGTTG da enzima glutationa
peroxidase 3 (EC 1.11.1.9) foi identificada em um neonato
fenilcetontrico com nivel plasmatico de Phe elevado (= 7,68 mg/dL),
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em comparacdo com individuos saudaveis e pacientes apresentando
HP A menos pronunciada, indicando que esta alteracdo epigenética pode
ser uma resposta inicial ao excesso de espécies reativas de oxigénio
induzido por acumulo de Phe (Item et al., 2017).

Em camundongos, um estimulo estressor agudo como o nado forgado
resultou em desmetilacdo de DN A em sitios CpG proximos ao promotor
do gene homdlogo ao oncogene viral do osteosarcoma murino Finkel-
Biskis-Jinkins (c-Fos) e no promotor do gene da proteina 1 responsiva
ao desenvolvimento precoce (Egr-1) no giro denteado do hipocampo
(Saunderson et al., 2016). Considerando-se este achado e o papel chave
supracitado das DNMTs na metilagdo do DNA e regulacéo da expresséo
génica, é possivel que a inibicdo destas enzimas em hipocampo de ratos
submetidos & HP A aguda contribua em parte no processo de resposta ao
estresse induzido por acimulo de Phe em hipocampo, potencialmente
caracterizado pela ativacdo de genes de resposta a estimulo estressor
através da desmetilacdo de suas regifes promotoras.

Outra modificacdo epigenética relevante é a modificagdo covalente de
histonas. A metilacdo, acetilagdo e acilacdo destas proteinas foram
implicadas na fisiopatologia de certas doencas metabolicas hereditarias,
um grupo de distarbios no qual a PKU esta incluida. Nesse sentido, na
fibrose cistica (OMIM 219700), a acetilagdo da histona H4 no promotor
do gene da interleucina 8 foi detectada em linhagens celulares
apresentando deficiéncia do regulador de condutancia transmembrana de
fibrose cistica (CFTR), contribuindo para a resposta inflamatdria
relacionada a este disturbio (Bartling e Drumm, 2009). Além disso, a
atividade de HD ACs é necessaria para a localizacdo perinuclear do gene
CFTR inativo, uma vez que a hiperacetilacdo de histona H3 em uma
regido proxima de seu promotor é responsavel pela ativagdo e migracédo
deste gene em direcdo ao interior do nlcleo celular na presenca de
inibidor de HDAC (Muck et al,, 2012). Na acidemia metilmalénica
(OMIM 251000), outro erro inato do metabolismo, a administracdo de
propionato, metabdlito tipicamente acumulado nesta condicdo, induziu a
expressdo de genes associados a hemoglobina fetal, hiperacilagcdo de
histona H3 e repressdo da expressdo génica associada a y-globulina em
células da linhagem eritroide murina cultivadas (Karkashon et al., 2015).
Ja na galactosemia classica (OMIM 230400), a metilacdo de histona H4
no promotor do gene da superdéxido dismutase 2 (EC 1.15.1.1) e
induzida por acimulo de p-galactose foi implicada no desenvolvimento
da retinopatia que pode se manifestar nesta doenca (Zhong e Kowluru,
2011). Também foi observado que, na adrenoleucodistrofia ligada ao
cromossomo X (OMIM 300100), a administracdo de certos farmacos



7

inibidores de HDACs induziu diminuicdo significativa nos niveis de
acidos graxos de cadeia muito longa em fibroblastos derivados de
pacientes afetados por este distlrbio, 0s quais apresentam uma mutagéo
no gene do membro 1 da subfamilia D de cassetes ligantes de trifosfato
de adenosina (ABCD1) (Singh et al.,, 2011). Em contraste ao nimero
crescente de evidéncias a respeito da modificacdo de histonas nos erros
inatos supracitados, ndo ha ainda estudos que se relacionem com
modificacdo de histonas no ambito da fisiopatologia da PKU. Neste
sentido, o presente estudo demonstrou que a atividade das HDACs esta
significativamente aumentada em cdrtex cerebral, corpo estriado e
hipocampo de ratos na presenca de niveis elevados de Phe,
possivelmente contribuindo para a alteracdo na transcricdo génica
associada a modificacdo de histonas nestas estruturas cerebrais.

Até 0 momento, o envolvimento das HD ACs da classe das sirtuinas na
fisiopatologia da P KU também né&o foi descrito. O fato da expressao das
sirtuinas 1 e 6 em animais submetidos a HP A ndo ter diferido daquela
em animais do grupo controle neste estudo ndo elimina a possibilidade
destas isoformas de HDAC terem apresentado alteracdo em suas
atividades. Além disso, ndo se pode descartar que estas tenham
desempenhado alguma funcdo no sentido de neutralizar o estresse sobre
funcbes celulares induzido pelo acimulo de Phe. Um eventual aumento
na atividade destas isoformas poderia ter contribuido para o aumento
significativo da atividade global de HDACs detectado em tecidos
cerebrais de animais submetidos a HPA aguda e cronica.

No contexto do reparo do dano ao DNA, a 8-hidroxi-2’-
desoxiguanosina (8-OHdG) é um composto resultante da oxidacdo de
nucleosideos de desoxiguanosina presentes no DNA, sendo considerada
um marcador de dano oxidativo induzido contra esta macromolécula
(Wu et al., 2004). Schulpis e colaboradores (2005) detectaram niveis
séricos significativamente elevados de 8-OHdG em pacientes
fenilcetondricos sem terapia dietética adequada, em comparacdo com
pacientes em dieta restrita em Phe e individuos saudaveis. Uma
correlacdo positiva entre os niveis séricos de 8-OHdG e de Phe, bem
como uma correlacdo negativa entre a capacidade antioxidante total e 0s
niveis séricos de 8-OHAG foram também demonstradas por estes
pesquisadores (Schulpis et al., 2005). Conforme demonstrado por ensaio
cometa alcalino em sangue periférico e em cortex cerebral de ratos
submetidos a HP A aguda induzida quimicamente, o dano ao DNA foi
implicado na fisiopatologia da PKU (Simon et al., 2013), podendo ser
dependente de dose, conforme observado em DNA de leucécitos
humanos expostos a Phe in vitro e em leucécitos de pacientes com PKU,
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quando comparados a individuos saudaveis (Sitta et al., 2009b).
Leucdcitos humanos expostos a niveis elevados de Phe (1 e 2,5 mM)
apresentaram maior indice de dano ao DNA quando comparados a
leucécitos expostos as mesmas concentragcles deste aminoacido
juntamente com o agente antioxidante L-carnitina, sugerindo que o dano
ao DNA induzido por Phe esteja relacionado com estresse oxidativo
(Deon et al., 2015). Adicionalmente, em pacientes com PKU
suplementados com este antioxidante, a excrecdo urinéria de 8-OHdG se
correlacionou positivamente com o0s niveis plasméaticos de Phe e
negativamente com os niveis de L-carnitina e de grupos sulfidrila em
proteinas (Deon et al., 2015).

Embora o dano ao DNA possa estar imbricado na fisiopatologia da
PKU, potencialmente contribuindo para a ativagdo de vias de reparo
desta macromolécula, o presente estudo ndo detectou diferenca
significativa na expressdo da enzima PARP1 murina entre animais
submetidos a HPA e o grupo controle. Tal achado ndo exclui a
possibilidade da PARP1 e seus homdlogos atuarem no reparo do DNA
em cenarios experimentais onde o acumulo de Phe relacionado a PKU
esteja presente. Entretanto, considerando-se que células e tecidos em um
meio saturado com este aminoacido estejam mais suscetiveis ao dano ao
DNA do que as células e tecidos na condigdo de controles, a inducéo da
expressdo desta enzima poderia representar uma vantagem biolégica
para as células expostas a Phe, de modo que estas poderiam dispor de
maior arsenal molecular para neutralizar a citotoxicidade induzida pelo
aminodcido e potencialmente relacionada a estresse oxidativo.
Teoricamente, 0 aumento no nimero de moléculas de PARP1 poderia,
em parte, contribuir para preservar a atividade global destas proteinas
atuando em um meio pro-oxidante, quando comparado com o simples
aumento na atividade das moléculas ja existentes e sujeitas a
modificago oxidativa.

As andlises bioquimicas do presente estudo foram determinadas em
soro e em corpo estriado, cortex cerebral e hipocampo de ratos. Estudos
realizados em pacientes fenilcetoniricos e em modelos animais de PKU
demonstraram que estas duas Ultimas estruturas cerebrais estdo entre as
areas mais afetadas por este distlrbio metab6lico hereditario (Christ et
al., 2010; Adler- Abramovich et al., 2012; Pascucci et al., 2013). Neste
cendrio, neurbnios corticais murinos cultivados na presenga de Phe
apresentaram elevada incidéncia de inibicdo de crescimento de neuritos
e de morte celular (Li et al, 2010). Em relacdo aos neur6nios
hipocampais, a presenca de Phe (20 mM) no meio de cultivo destas
células foi associada a alteracbes de brotamento dendritico, incluindo
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diminuicdo no nimero de ramificagdes dendriticas por neur6nio, e ao
aumento na densidade da proteina pré-sinaptica sinaptofisina, em
comparagdo com culturas controles apropriadas (de Luigi et al., 2015).

Adicionalmente, a deficiéncia cognitiva observada em pacientes com
PKU (Anwar et al., 2013; Weglage et al., 2013) foi associada a uma
disfuncdo no sistema de inibicdo comportamental envolvendo a area
pré-frontal do cértex cerebral (Stevenson e McNaughton, 2013). Uma
atividade neural atipica em cortex pré-frontal, bem como uma
diminuicdo do nimero de conexfes nesta regido e entre esta area e 0
tecido cerebral adjacente também foram observadas nestes pacientes,
possivelmente contribuindo para o comprometimento de fungdes
executivas associado a PKU, ainda que tratada precocemente (Christ et
al., 2010). Alteracdes no parénquima cerebral também foram detectadas
nestes individuos, incluindo um aumento no volume de substéncia
cinzenta na porcdo ventral do corpo estriado e uma diminuigdo neste
pardmetro em areas motoras do cortex cerebral, em comparacdo com
controles saudaveis (Pérez-Duefias et al., 2006). Similarmente, uma
diminuicdo no volume de substancia cinzenta foi detectada na porcéo
parietal e occipital do cértex cerebral em pacientes fenilcetondricos,
conforme determinado por analises morfométricas (Christ et al., 2016).
Ainda, uma reducdo no volume do hipocampo (Pfaendner et al., 2005),
bem como um aumento no volume de uma estrutura do corpo estriado
denominada putdmen (Bodner et al., 2012), foram também detectados
em pacientes fenilcetonUricos, quando comparados a controles saudaveis
apropriados. Os dados dos estudos in vitro e in vivo supracitados
enfatizam a importancia do cértex cerebral, corpo estriado e hipocampo
na fisiopatologia da PKU e sugerem que as modificaces morfoldgicas e
funcionais nestas estruturas podem ser cruciais para a disfuncdo
neuroldgica observada em fenilcetondricos. A desregulacdo epigenética
indicada pelo presente estudo pode, em parte, contribuir para o fenétipo
aberrante das células que constituem estas trés areas cerebrais na
presenca de Phe.

O presente estudo demonstrou que a administracdo de Phe e seu
analogo p-CI-Phe em modelos experimentais murinos de HPA induz
alteracdo em parametros epigenéticos em estruturas cerebrais. Embora
0s niveis séricos de Phe nos animais recebendo este aminoacido
cronicamente ndo tenham diferido daqueles detectados no grupo
controle, as alteracdes epigenéticas observadas foram significativas em
comparacdo a este Ultimo grupo, sugerindo que sua intensidade pode ter
sido proporcional ao tempo de exposicdo do tecido cerebral & Phe no
modelo de HP A crdnica. Conforme supracitado, a atividade das DNMTs
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contribui para a metilagio do DNA, enquanto que a ativagdo das
HDACs favorece a desacetilagdo de histonas. Coletivamente, estas
alteracGes podem acarretar remodelamento de cromatina e diminuicéo
da transcricdo génica nas areas cerebrais analisadas. E possivel que tais
modificagBes tenham sido causadas, em parte, por estresse oxidativo,
contribuindo para a diminuicdo da exposi¢cdo de sequéncias de DNA ao
ataque de espécies reativas no nicleo celular. Visto que parte destas
sequéncias pode compor genes, a desregulacdo epigenética detectada
pode desencadear diminuicdo da transcricdo génica em geral (Figura
21), potencialmente colaborando para a diminuicdo da sintese proteica
cerebral, hipomielinizacdo, alteracbes neuroquimicas e sinapticas em
pacientes fenilcetondricos.

As atividades das DNMTs e HD ACs podem representar novos alvos
terapéuticos para a PKU, conforme indicado por este estudo. A
modulacdo da atividade destas enzimas pelo uso de farmacos como os
inibidores de HDACs pode contribuir para atenuar os danos cerebrais
atribuidos a PKU e parcialmente mediados por modificacdes
epigenéticas. Este fato poderia colaborar para uma mudanca de
paradigma na terapia da PKU: de uma abordagem tipicamente
preventiva, tendo a restricdo dietética de Phe como pilar principal, para
uma abordagem mais curativa, capaz de mitigar algumas consequéncias
neurologicas deste distlrbio. Todavia, estudos adicionais séo
necessarios para se avaliar o impacto da inibicdo destas enzimas sobre 0
papel biolégico do genoma, a fim de se elaborar inibidores mais
especificos e, por conseguinte, com menor probabilidade de produzir
efeitos adversos ao serem utilizados como potenciais principios ativos
de medicamentos.
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Figura 21: Diagrama que ilustra a associa¢do entre a exposicao de
células e tecidos ao acaimulo de Phe (1 Phe) e as alteracdes
epigenéticas capazes de interferir na expresséo génica no contexto
da hiperfenilalaninemia e fenilcetonaria classica. O 1 Phe pode
desencadear dano ao &cido desoxirribonucleico (DNA), potencialmente pela
inducdo de estresse oxidativo. As células sujeitas a tal insulto podem utilizar
mecanismos preventivos, incluindo a ativagdo de DNA metiltransferases
(DNMTs; EC 2.1.1.37) e histonas desacetilases (HDACs; EC 3.5.1.98), a fimde
favorecer modificagBes estruturais de cromatina e tornar os genes menos
acessiveis ao ataque de espécies reativas de oxigénio presentes na condigdo de
estresse oxidativo. (Figura elaborada pelo autor).
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6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a HPA, tanto aguda quanto cronica,
induziu alteragbes da atividade das enzimas DNMTs e HDACs,
importantes parametros epigenéticos, em cdrtex cerebral, corpo estriado
e hipocampo de ratos. Mais especificamente, detectou-se diminuicdo
significativa da atividade das DNMTs em hipocampo de ratos recebendo
Phe agudamente, ao passo que a atividade das HDACs estava
aumentada nestes mesmos animais. Em contraste, um aumento da
atividade das DNMTs e HD ACs foi detectado em estruturas cerebrais de
ratos recebendo Phe cronicamente. Em suma, estes achados sugerem
gue 0s animais submetidos a HPA séo propensos ao remodelamento da
cromatina e a diminuicdo global da expressdo génica em tecido cerebral,
contribuindo potencialmente para o entendimento da disfuncdo
neuroldgica observada em pacientes fenilcetondricos.
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A Comiss&o de Etica no Uso de Animais, reconhecido pela Resolugao n. 02/2011/Camara Propex de
acordo com a Lei Federal 11.794, analisou o projeto abaixo.

Protocolo: 66/2012
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PATRICIA FERNANDA SCHUCK

Titulo: “MECANISMOS  FISIOPATOLOGICOS DA FENILbETONURIA: ESTUDO DOS EFEITOS IN

VITRO E EX VIVO DA FENILALANINA"

“STUDY OF THE PATHOPHYSIOLOGY OF PHENYLKETONURIA: /N WITRO AND EX VIVO
EFFECTS OF PHENYLALANINE”.

Este projete foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodoldgicos. Toda e qualquer alteragio do
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