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RESUMO

Fenilcetonúria clássica (PKU) é um erro inato do metabolismo dos aminoácidos, causado pela deficiência da 
enzima hepática fenilalanina hidroxilase, levando à hiperfenilalaninemia. Pacientes não tratados precocemente 
desenvolvem um quadro severo de deficiência mental. O acúmulo de fenilalanina (Phe) inibe a atividade 
da enzima piruvatoquinase (PK) de córtex cerebral de pacientes e de ratos, indicando um desequilíbrio do 
metabolismo energético cerebral característico na PKU. A doença também promove o estresse oxidativo 
que é relacionado à inibição da PK. A cafeína é uma substância presente em diversos alimentos e, em altas 
doses, pode ter ação antioxidante protegendo a célula dos danos oxidativos. Neste estudo, foi investigado se 
a cafeína (1 µM) previne a inibição causada pela Phe (3 mM) sobre a atividade da PK de córtex cerebral de 
ratos. Foram utilizados homogeneizados de córtex cerebral de 6 ratos Wistar de 30 dias de vida. A análise 
estatística, realizada por Anova de 2 vias, revelou, in vitro, uma prevenção pela cafeína  sobre a inibição da 
atividade da PK causada pela Phe. Piruvatocinase é uma enzima chave da glicólise, resta ser elucidado se 
este achado é relevante também in vivo. Muitos estudos relatam uma ligação entre a neurotoxicidade causada 
pela Phe e o desequilíbrio energético cerebral. Um dos fatores que contribui para a instauração deste quadro 
é a inibição da atividade da PK, que pode ser prevenida pelo uso de substâncias antioxidantes na dieta, como 
pode ter ocorrido neste estudo pela cafeína.   
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ABSTRACT

The classical phenylketonuria (PKU) is an inborn error of amino acid metabolism caused by a deficiency 
of hepatic enzyme phenylalanine hydroxylase, which leads to hyperphenylalaninemia. Patients that are not 
treated early develop a severe mental disability. The accumulation of phenylalanine (Phe) inhibits the activity 
of the enzyme pyruvate kinase (PK) of the cerebral cortex of patients and rats, which indicates an imbalance 
of brain energy metabolism, which is characteristic of PKU. The disease also promotes an oxidative stress that 
is related to the inhibition of PK. Caffeine is a substance found in many foods, and, in high doses it may have 
antioxidant properties and thus protect the cell from oxidative damage. In this study, it is investigated whether 
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caffeine (1 µM) can prevent the inhibition caused by Phe (3 mM) on the PK activity in the cerebral cortex 
of rats. It was used cerebral cortex homogenates of six thirty-day-old Wistar rats. The statistical analysis 
performed by 2-way ANOVA revealed, in vitro, a prevention by caffeine on the inhibition of PK activity caused 
by Phe. Pyruvate kinase is a key enzyme of glycolysis. It is still necessary to be elucidated whether this finding 
is relevant in vivo as well. Many studies have reported a link between the neurotoxicity caused by Phe and 
cerebral energy imbalance. One of the factors that contributes to this framework is the inhibition of PK activity, 
which can be prevented by the use of antioxidants in the diet, as it may have occurred in this study by caffeine.

Keywords: brain, phenylketonuria, pyruvate kinase, caffeine.

INTRODUÇÃO

Fenilcetonúria (PKU; MIM # 261600) é um erro inato do metabolismo dos aminoácidos 

(EIM), de herança autossômica recessiva, caracterizada pela ausência ou deficiência na atividade da 

enzima hepática fenilalanina hidroxilase (PAH; EC 1.14.16.1), que catalisa a conversão de fenilalanina 

(Phe) em tirosina (Tyr). A deficiência da PAH eleva as concentrações de Phe e de seus metabólitos 

- fenilpiruvato, fenilacetato - no sangue e tecidos dos pacientes, sendo também excretados na urina 

(SCRIVER; KAUFMAN, 2001). 

Os sintomas surgem por volta do primeiro mês de vida, à medida que a criança entra em 

contato com alimentos que contenham Phe, como o leite materno. Sem restrição dietética de Phe, a 

maioria das crianças desenvolve um severo quadro de deficiência mental (MITCHELL; TRAKADIS; 

SCRIVER, 2011). Acredita-se que a Phe seja a principal substância neurotóxica na doença, já que 

ela compete em maior quantidade com outros aminoácidos pelo transporte para dentro da célula 

nervosa, causando desequilíbrio na concentração intracelular dos aminoácidos, afetando a síntese de 

neurotransmissores e de mielina (GROOT et al., 2010). 

Estudos em córtex cerebral de ratos Wistar demonstraram que os metabólitos acumulados 

na PKU alteram as atividades das enzimas piruvatocinase (FEKSA et al., 2002), creatinacinase 

(COSTABEBER et al., 2003), succinato desidrogenase e complexo I da cadeia de transporte de elétrons 

(RECH et al., 2002) e promovem o estresse oxidativo (HAGEN et al., 2002), indicando um desequilíbrio 

do metabolismo energético cerebral e indução ao estresse oxidativo, característicos na PKU.

A piruvatocinase (PK; EC 2.7.1.40) é uma das enzimas regulatórias da via glicolítica e catalisa 

a conversão do fosfoenolpiruvato (PEP) e adenosina difosfato (ADP) em piruvato e adenosina trifosfato 

(ATP). Ela pode ser considerada uma enzima-chave para todo o metabolismo celular, não somente 

para a via glicolítica porque o piruvato - produto da reação catalisada pela PK - está envolvido em 

várias vias metabólicas (MATTEVI et al., 1996).

A cafeína (1, 3, 7 - trimetilxantina) é o ingrediente ativo do café e também está presente em 

chás, refrigerantes, chocolate (TEMPLE, 2009; CHANDRA et al., 2011), chimarrão (VIEIRA et al., 

2010) e até mesmo, em alguns medicamentos analgésicos (FRARY et al., 2005). Dentre os efeitos 
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fisiológicos provocados pela cafeína no organismo podemos citar: vasoconstrição coronariana e cerebral, 

relaxamento da musculatura lisa e redução da sensibilidade à insulina (SEIFERT et al., 2011). Em altas 

concentrações ela pode, “per se”, ter ação antioxidante “sequestrando” radicais livres e desta maneira, 

proteger a célula dos danos oxidativos (TEMPLE, 2009; ECHEVERRI et al., 2010).

Considerando que pacientes PKU apresentam retardo no desenvolvimento e deficiência 

intelectual (MORAES et al., 2010) e que o uso de cafeína reduz o déficit de memória em doenças 

neurodegenerativas como o Alzheimer (FERRÉ, 2008), aumenta a disponibilidade energética, 

melhora o desempenho cognitivo e aumenta a capacidade de concentração (GLADE, 2010), no 

presente trabalho foi avaliada a influência in vitro da cafeína sobre a atividade da enzima PK, com e 

sem Phe no córtex cerebral de ratos jovens.

METODOLOGIA

Animais e Reagentes: foram utilizados 6 ratos machos Wistar com 30 dias de vida, provenientes 

do Biotério da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). Eles foram mantidos no Biotério do 

Centro Universitário Franciscano, em salas climatizadas (22°C ± 1 C), com ciclos de 12h claro-escuro, 

água e ração ad libitum. Os Princípios de Cuidados com Animais de Laboratório (NIH publicação No. 

80-23, revisado em 1996) foram seguidos em todos os experimentos e o protocolo experimental foi 

aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais do Centro Universitário Franciscano (CEUA/

UNIFRA), Santa Maria, RS, Brasil, sob o número 0131/2012. 

Todos os esforços foram feitos para minimizar o número de animais utilizados, bem como o sofri-

mento deles. Todos os reagentes químicos foram adquiridos da Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA.

Preparo do Tecido Cerebral: os ratos foram mortos sem anestesia por decapitação. O cérebro 

foi rapidamente removido e dissecado sobre uma placa de Petry mantida resfriada. Após a separação, o 

córtex cerebral foi homogeneizado 1:10 (m/v) em tampão SET (0,32 M sacarose;1 mM EGTA; 10 mM 

Tris-HCl; pH 7,4), em homogeneizador de vidro Potter-Elvehjem. O homogeneizado foi centrifugado a 

10.000g por 15 minutos a 4°C em centrífuga Novatecnica refrigerada. O sedimento foi descartado e o 

sobrenadante utilizado para determinação da concentração protéica e da atividade da PK.

Determinação Proteica: o conteúdo proteico das amostras foi determinado pelo método de 

Lowry et al. (1951) usando albumina bovina sérica como padrão.

Atividade Enzimática: a atividade da PK foi medida conforme Leong et al. (1981). O meio 

de incubação contém 0,1 M de tampão Tris-HCl, pH 7,5; 10 mM MgCl2; 0,16 mM NADH; 75 mM 

KCl; 5,0 mM ADP; 7 unidades de L-lactato desidrogenase; 0,1% (v/v) de Triton X-100; e 10mL de 

sobrenadante livre de mitocôndrias num volume final de 0,5mL. A reação foi iniciada pela adição de 

1,0 mM de fosfoenolpiruvato. O experimento foi executado em duplicata a 37°C. Quando presentes 

no meio de incubação, a concentração final de Phe foi 3 mM e de cafeína foi de 1 mM. A Phe e a 
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cafeína nas concentrações citadas não alteraram a leitura do branco da amostra. Os resultados foram 

expressos em mmol de piruvato formado por min por mg de proteína. 

Análise Estatística: os valores foram considerados significantes quando p<0,05. Os dados 

foram expressos em média ± desvio padrão e analisados por ANOVA de duas vias seguida do teste de 

Tukey quando os valores de F foram significativos. Todos os dados foram analisados pelo Statistical 

Package for Social Sciences - SPSS. 

RESULTADOS

Os resultados foram expressos em média ± desvio padrão. Na figura 1, pode-se observar que 

a administração de 3 mM de Phe reduziu significativamente a atividade da PK (grupo Phe - 0,85 

± 0,15), enquanto que a administração de 1mM de cafeína (grupo Caf-1,28 ± 0,08) e a associação 

de Phe e cafeína (grupo Phe+Caf-1,12 ± 0,04), nas mesmas doses, não alteraram a atividade da PK 

quando comparados ao grupo Controle (1,23 ± 0,05). A interação significante entre fenilalanina e 

cafeína (Phe+Caf) por ANOVA de 2 vias (F (1,17) = 5,25; p<0,01) indica que a cafeína preveniu a 

inibição causada pela Phe sobre a atividade da PK. Estudos cinéticos serão necessários para esclarecer 

o mecanismo pelo qual a cafeína previne a inibição da PK causada pela Phe. 

Figura 1 - Efeito in vitro da cafeína (Caf) sobre a atividade da PK de córtex cerebral de ratos com e sem a presença de Phe. 
Dados expressos em média ± desvio padrão para 6 experimentos independentes executados em duplicata. 

***p < 0,001 comparado aos demais grupos (teste de Tukey).
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CONSIDERAÇÕES FINAIS

Apesar da hiperfenilalaninemia em pacientes PKU não tratados normalmente levar a um severo 

comprometimento das funções cerebrais, e um dos fatores que corrobora para o desequilíbrio energético 

cerebral é a inibição competitiva da Phe com os substratos da enzima PK (FEKSA et al., 2003), os 

mecanismos de danos cerebrais nesta desordem parecem ser múltiplos e ainda não compreendidos.

Além disso, tem sido demonstrado que a Phe, em concentrações similares aquelas encontradas 

em pacientes PKU, aumenta in vitro a lipoperoxidação e o dano oxidativo a proteínas e diminui as 

defesas antioxidantes cerebrais em ratos. Essas alterações também podem ser observadas em pacientes 

PKU (FERNANDES et al., 2010). Sitta et al. (2011) relatam que a suplementação de uma mistura 

contendo L-carnitina e selênio a pacientes PKU reduziu danos oxidativos a proteína e lipídeos no 

sangue dos mesmos. Estes dados sugerem que antioxidantes adicionados à dieta podem alterar o 

quadro de estresse oxidativo que ocorre nestes pacientes.

No presente estudo in vitro, foi investigado o efeito da cafeína sobre a atividade da PK de 

córtex cerebral de ratos jovens com e sem a presença de Phe. Este aminoácido, administrado em uma 

dose próxima à encontrada em fenilcetonúricos (3 mM), inibiu a atividade da PK e a cafeína, na dose 

de 1 mM), preveniu esta inibição. Também pode ser observado que a cafeína per se não afeta a ativi-

dade da PK do córtex cerebral. Outros autores relataram que a adição de cafeína em culturas primárias 

de células do músculo esquelético (LAWRENCE; SALSGIVER, 1984) e de culturas pré-crescidas de 

Aspergillus parasiticus (BUCHANAN; LEWIS, 1984) não afetou a atividade da PK, apesar de serem 

isoformas diferentes. 

A prevenção da inibição causada pela Phe na atividade da PK pela cafeína pode ter ocorrido 

porque a cafeína, em altas concentrações, pode ter ação antioxidante, “sequestrando” os radicais 

livres (TEMPLE, 2009; ECHEVERRI et al., 2010) presentes na PKU. Este experimento indica que se 

essa prevenção ocorrer em pacientes PKU, o uso da cafeína como adjuvante terapêutico talvez possa 

ajudar a prevenir o comprometimento da função cognitiva relatada nos pacientes, porém mais estudos 

serão necessários para validar esta hipótese. 
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