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RESUMO

A fenilcetontria (PKU) ¢ um erro inato do metabolismo da fenilalanina (Phe) causado pela
deficiéncia da enzima fenilalanina hidroxilase (PAH), levando ao acumulo de Phe nos
liquidos e tecidos de pacientes. Os principais sinais e sintomas da PKU s3o neurologicos, e
acredita-se que sejam resultado de efeitos neurotoxicos da Phe. Considerando-se que os
mecanismos da neurotoxicidade da Phe ainda ndo estejam bem elucidados, e que estudos
sugerem o envolvimento da microglia na fisiopatologia da PKU, o presente trabalho buscou
caracterizar um modelo experimental in vitro para investigagao dos efeitos da Phe sobre
células da microglia utilizando células BV-2. Inicialmente, foram coletadas de bancos de
dados informacdes sobre a expressdo dos genes que codificam a enzima PAH e os
transportadores de aminoacidos LAT (1-4) em células humanas. Os dados coletados
mostraram que as cé¢lulas da microglia humana nao expressam PAH e, dentre as células
humanas investigadas, a microglia ¢ a que apresenta maior expressao do gene LATI, que
codifica o principal transportador de Phe. Andlises por RT-PCR demonstraram que, da
mesma forma que a microglia humana, as células BV-2 expressam Lat/, mas ndo expressam
Pah, indicando que a Phe pode ser transportada para dentro dessas células sem ser
metabolizada pela enzima PAH. Andlises por imunofluorescéncia confirmaram que as células
BV-2 apresentam marcadores classicos de microglia (Iba-1). Células BV-2 foram, entdo,
incubadas na auséncia (controle) ou presenca de H:0: 0,1 mM ou Phe (1, 2,5 ou 5 mM) por
48h. Imagens de microscopia de campo claro mostraram que a incubagao com Hz0: 0,1 mM
ou Phe 5 mM induziram alteragdes morfoldgicas evidentes nas células BV2 e promoveram
um aumento na liberagdo de LDH em comparagdo ao grupo controle, indicando uma redugao
da viabilidade celular. Além disso, as concentragdes de Phe 2,5 mM e 5 mM inibiram a
atividade total da enzima LDH. Por fim, avaliou-se o efeito de Phe sobre o conteudo de
grupos sulfidrila, indicador do estado redox celular, e se observou que Phe 5 mM e H:0: 0,1
mM diminuiram o conteido desse marcador. Em conjunto, os resultados sugerem que as
células BV-2 podem ser utilizadas para o estudo da participagdo da microglia na

fisiopatologia da PKU.

Palavras-chave: Cé¢lulas BV-2; Fenilcetontria; Microglia; Modelo Experimental;

Sistema Nervoso Central.



ABSTRACT

Phenylketonuria (PKU) is an inborn error of phenylalanine (Phe) metabolism caused by a
deficiency of the enzyme phenylalanine hydroxylase (PAH), leading to the accumulation of
Phe in the fluids and tissues of patients. The main signs and symptoms of PKU are
neurological, and are believed to result from the neurotoxic effects of Phe. Considering that
the mechanisms of Phe neurotoxicity are not yet well elucidated, and that studies suggest the
involvement of microglia in the pathophysiology of PKU, this work sought to characterize an
in vitro experimental model to investigate the effects of Phe on microglia cells using BV-2
cells. Initially, information on the expression of genes encoding the PAH enzyme and the
LAT (1-4) amino acid transporters in human cells was collected from databases. The
collected data showed that human microglia cells do not express PAH and, among the human
cells investigated, microglia is the one that presents the highest expression of the LAT gene,
which encodes the main Phe transporter. RT-PCR analyses demonstrated that, similarly to
human microglia, BV-2 cells express Lat/ but do not express Pah, indicating that Phe can be
transported into these cells without being metabolized by PAH. Immunofluorescence analyses
confirmed that BV-2 cells exhibit classic microglia markers (Iba-1). BV-2 cells were then
incubated in the absence (control) or presence of 0.1 mM H:0: or Phe (1, 2.5, or 5 mM) for
48 h. Bright-field microscopy images showed that incubation with 0.1 mM H:0: or 5 mM
Phe induced evident morphological changes in BV2 cells and promoted an increase in LDH
release compared to the control group, indicating a reduction in cell viability. Furthermore,
Phe concentrations of 2.5 mM and 5 mM inhibited the total activity of the LDH enzyme.
Finally, the effect of Phe on the content of sulfhydryl groups, an indicator of cellular redox
status, was evaluated, and it was observed that 5 mM Phe and 0.1 mM H:0: decreased the
content of this marker. Taken together, the results suggest that BV-2 cells can be used to study
the role of microglia in the pathophysiology of PKU.

Keywords: BV-2 cells; Central Nervous System; Experimental Model; Microglia;

phenylalanine; phenylketonuria
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1 INTRODUCAO

1.1 FENILALANINA

A L-fenilalanina (Phe) ¢ um aminoacido aroméatico com féormula molecular CsH1iNOs,
que possui um radical fenila ligado a um grupo metileno em sua cadeia lateral (Figura 1)
(O'Brien DM, 2005). A Phe ¢ um aminoacido essencial que corresponde a aproximadamente
3,9% dos residuos de aminoécidos encontrados na estrutura das proteinas (Bartlett GJ et al.,
2002). Suas principais fontes sdo dieta e protedlise (Kindt E et al., 1980). A Phe exerce
diferentes papéis metabolicos, participando da sintese proteica e sendo precursora de
L-tirosina (Tyr) e de neurotransmissores, especialmente as catecolaminas (Citron BA et al.,

1992).

O

OH
NH,

Figura 1 - Estrutura quimica da L-fenilalanina.

Fonte: Wikimedia Commons, Licenciado sob CC BY-SA 3.0, 2019.

Aproximadamente = 75% da Phe sdo metabolizados pela enzima
fenilalanina-4-hidroxilase (PAH; EC #1.14.16.1), a qual hidroxila seu anel aromatico,
sintetizando Tyr (Flydal MI, 2013). Essa reacdo utiliza como cofator a tetra-hidrobiopterina
(BH4) e requer oxigénio molecular e ion ferroso (Figura 2) (Anikster Y et al., 2017). O
principal local de expressdo da PAH ¢ o figado, embora pequenas quantidades sejam

encontradas nos rins e no pancreas (Giittler F, 1997; Lichter-Konecki U et al., 1999).
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Figura 2 - Reacdo catalisada pela fenilalanina hidroxilase (PAH).
4a-OH-BH:= 4a-hidroxidi-hidrobiopterina; BHs = tetra-hidrobiopterina; PAH= fenilalanina hidroxilase;
Phe= fenilalanina; Tyr= tirosina.

Fonte: A autora. Figura criada com Biorender.

A Tyr, cuja sintese enddgena ¢ exclusivamente dependente da reacdo da PAH, ¢
considerada um aminoacido semiessencial (Arias-Barrau E et al., 2004). Além de participar
da sintese proteica, a Tyr atua como precursora na producdo de neurotransmissores, como
dopamina, norepinefrina e epinefrina, assim como de hormdnios, tais como tiroxina (T4) e
tri-iodotironina (T3), e do pigmento melanina (Fernstrom JD, 2007). Embora ndo seja
substrato energético per se, a Tyr também ¢ precursora de fumarilacetoacetato, um
intermediario que pode dar origem a acetoacetato e fumarato, compostos ceto e glicogénico,
respectivamente (Singh RH et al., 2014). Assim, a sintese de Tyr pela reagdo da PAH ¢ vital
para o organismo por diferentes motivos.

Existem vias alternativas de catabolismo da Phe, embora possuam uma relevancia
menor em relacdo a sua hidroxilagdo em Tyr. Um exemplo ¢ a transaminacdo da Phe pela
enzima fenilalanina (histidina) transaminase (EC #2.6.1.58), formando acidos fenilpiravico,
fenil-lactico e fenilacético, que se torna mais relevante quando ha um aumento drastico das

concentracdes de Phe na célula (Scriver CR, 1973).

1.2 FENILCETONURIA

A fenilcetonuria (PKU; OMIM #261600) ¢ um erro inato do metabolismo da Phe com
padrao de heranga autossomico recessivo (Williams RA, 2008). A PKU ¢ causada pela
deficiéncia total ou parcial da atividade da PAH (Al Hafid N, 2015), resultando no acimulo
de Phe nos tecidos e liquidos biologicos de pacientes. Além disso, ha redugdo das
concentracdes de Tyr e aumento da produgdo de fenilcetonas, que sdo excretadas pela urina

(Van Spronsen F et al., 2021). Os principais sinais e sintomas apresentados pelos pacientes
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incluem deficiéncia intelectual, atraso no desenvolvimento, hipo/desmielinizagdo, epilepsia,

microcefalia e hipopigmentacdo da pele, do cabelo e dos olhos (Cappelletti S et al., 2013).

A epidemiologia da PKU pode variar de acordo com as etnias e regides geograficas.
Em nivel mundial, estima-se uma incidéncia de 1:24.000 nascidos vivos (Hillert A et al.,
2020). No Brasil, a prevaléncia estimada ¢ de 1:15.000 nascidos vivos (Brasil, MS/Portaria
n.° 12, 2019). A triagem da PKU pode ser realizada por meio da dosagem dos niveis de Phe
em amostras de sangue seco coletadas em papel filtro nos primeiros dias de vida na triagem
neonatal (o chamado teste do pezinho) (Brasil, MS/Portaria n.° 12, 2019). O diagndstico
confirmatorio se da pela quantificagao dos niveis de Phe e Tyr em amostras de sangue, bem
como por analises moleculares (Tylek-Lemanska D, 2002).

Atualmente, o tratamento disponivel para a PKU se baseia em uma dieta restrita em
Phe por toda a vida (Sumaily KM, 2017), com suplemento de aminoécidos essenciais,
vitaminas e minerais (Knox WE, 1960). O tratamento precoce diminui consideravelmente os
riscos de atrasos no neurodesenvolvimento dos pacientes (Smith I, 1990). No entanto,
muitos pacientes enfrentam dificuldades para seguir essa restricao alimentar, por se tratar de
uma dieta rigorosa. Além disso, mesmo pacientes sob tratamento podem apresentar danos
neuroldgicos irreversiveis (Gonzalez MJ et al., 2011). Dessa forma, o diagnostico precoce e
o tratamento adequado s3o essenciais para evitar a elevacdo exacerbada dos niveis de Phe

em pacientes e, consequentemente, o dano neuroldgico (Medford E, 2018).

1.2.1 FISIOPATOLOGIA

A fisiopatologia da PKU ainda ndo esta completamente elucidada, especialmente no
que se refere aos mecanismos responsaveis pelo comprometimento do sistema nervoso
central (SNC) (Rovelli V, 2023).

Diversos transportadores de aminoacidos do tipo L (LAT), como LAT1 (SLC7AS),
LAT2 (SLC7AS), LAT3 (SLC43A1) e LAT4 (SLC43A2), sao conhecidos por mediar o
transporte de Phe e outros aminoécidos para dentro e/ou para fora das células. O LAT1, um
transportador de aminoacidos grandes e neutros que possui alta afinidade pela Phe (K, 5-50
uM), € o principal transportador de Phe pela barreira hematoencefélica e das células do SNC
(Meier C et al., 2002), incluindo a microglia. Esse transportador possui uma afinidade maior
pelo transporte de Phe para dentro da célula do que para a fora, permitindo uma maior

retencdo intracelular da Phe e, consequentemente, impedindo a entrada de outros
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aminoacidos pelo mesmo transportador (Meier C et al., 2002). Nesse cenario, o transporte
de Tyr e o triptofano pelo LAT1 ¢ inibido por competicio quando hd um aumento na
concentragdo de Phe (por exemplo, no caso da PKU), o que pode resultar em acumulo deste

aminoacido em detrimento daqueles no SNC (Borges BL et al., 2022) (Figura 3) .

(] @
e o
(] (]
(]
o ©°0°
]
(]
@ Phe
@ Trp
@ Tyr

Figura 3 - Transporte e acimulo de Phe no sistema nervoso central.
BHE= barreira hematoencefalica; Phe= fenilalanina; Trp= triptofano; Tyr= tirosina.

Fonte: A autora. Criada com Biorender.

Além dessa alteracdo nas concentragdes de aminoacidos, foram descritos alguns
mecanismos de toxicidade da Phe. Estudos em modelos experimentais mostraram que altas
concentragdes de Phe comprometem a sintese de proteinas (Surtees R et al., 2000), alteram o
metabolismo energético (Pietz J et al., 2003; Dimer NW et al., 2018), induzem estresse
oxidativo (EO) (Dobrowolski SF et al., 2022), causam dano ao DNA (Simon KR et al.,
2013), comprometem a homeostase do célcio (Yu YG, 2007), reduzem a biossintese de
neurotransmissores (Winn SR et al., 2018) e diminuem a viabilidade celular de astrocitos e
neurdnios (Preissler T et al., 2016). Em pacientes com PKU, foram observadas alteracoes
nos niveis de neurotransmissores, comprometimento na biossintese de colesterol e indugdo
de estresse oxidativo em andlises de amostras de fluidos bioldgicos (Campistol Plana J,
2019; Deon M et al., 2015; Faverzani JL et al., 2023; Faverzani JL et al., 2025; Van der
Goot E et al., 2019; Cigek C, 2024; Kim J et al., 2022).

Recentemente, foi sugerido um possivel papel da inflamacdo na fisiopatologia da

PKU. Estudos observaram aumento de citocinas pro-inflamatorias em amostras de plasma de
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pacientes fenilcetonuricos (Deon M et al., 2015; Faverzani JL et al., 2023) ¢ em cérebro de
ratos submetidos a hiperfenilalaninemia crdonica (Cicek C, 2024; Faverzani JL et al., 2025).
Em um estudo utilizando fatias organotipicas de cerebelo, observou-se que a exposicao
prolongada a altas concentracdes de Phe aumenta o niumero de células microgliais e induz
reatividade microglial, resultando em dano significativo a mielina (Thau-Zuchman O et al.,
2022). Além disso, Faverzani e colaboradores sugeriram uma possivel relacdo entre o
aumento de citocinas pro-inflamatorias e o desequilibrio redox em estruturas cerebrais de
ratos submetidos a um modelo experimental de hiperfenilalaninemia, colaborando para a

neuroinflamacao (Faverzani JL et al., 2025).

1.2.2 MODELOS EXPERIMENTAIS DE PKU

Modelos experimentais animais sdo amplamente utilizados para o estudo de doencas
humanas, especialmente devido a sua capacidade de reproduzir caracteristicas fundamentais
da doenca, permitindo a indugdo de cendrios experimentais semelhantes aos observados em
humanos (Bobrova NA et al., 2025). Desta forma, alguns modelos experimentais t€ém sido
utilizados para a compreensao da fisiopatologia da PKU.

Latdo e seus colaboradores, em 1982, propuseram um modelo dietético no qual foi
administrada uma dieta rica em Phe, suplementada com 3% de Phe e 0,5% de
a-metilfenilalanina (conhecido inibidor da PAH) a ratas gravidas. Esse estudo permitiu
avaliar diversos parametros nos fetos, como o peso cerebral, as concentracdes de diferentes
aminoacidos e aspectos relacionados ao metabolismo da serotonina (Brass et al., 1982).
Estudos de menor complexidade utilizaram homogeneizados de estruturas cerebrais de ratos
sem exposicdo prévia a Phe para investigar os efeitos in vitro da Phe, permitindo avaliar
respostas especificas a concentragdes variadas do aminodcido (Fernandes GC et al., 2010).

Um modelo in vivo amplamente utilizado para estudo da PKU se baseia na indugdo
quimica da doenca pela administracido de p-clorofenilalanina (inibidor da PAH)
concomitantemente com a Phe. Esse modelo foi utilizado com abordagens agudas e/ou
cronicas destinadas ao entendimento dos efeitos do acumulo de Phe especialmente sobre o
SNC (Simon et al., 2013; Dienel et al., 2016; Dimer et al., 2018).

Avancos importantes no estudo da fisiopatologia da PKU ocorreram com o
desenvolvimento de modelos genéticos de PKU. O gene Pah foi modificado para apresentar
redu¢do ou auséncia da atividade da PAH em camundongos, permitindo simular de forma

consistente o acimulo de Phe na PKU (McDonald JD et al., 1990). Harding e colaboradores
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desenvolveram um vetor rAAV2/8 hepato-especifico expressando o cDNA de Pah de
camundongos, com o objetivo de restaurar a atividade enzimatica e normalizar os niveis de
Phe em camundongos Pah®“ (Harding CO et al., 2006). J4 em 2020, estudos envolvendo
porcos modificados pela técnica CRISPR/Cas9 buscaram reproduzir com maior fidelidade os
fenotipos neurocognitivos observados em humanos, possibilitando maior compreensao da
neuropatologia associada a doenga (Koppes et al., 2020).

Para compreender a participagcdo de células especificas do SNC na fisiopatologia da
PKU, modelos celulares passaram a ganhar destaque. Estudos em culturas de astrdcitos e
neurdnios, tanto em linhagens celulares quanto em culturas primadrias, investigaram aspectos
de proliferacdo e viabilidade celular quando incubadas com Phe (Oberdoerster J et al., 2000).
Esses mesmos modelos foram utilizados para a avaliagdo de pardmetros de estresse oxidativo
e do efeito de compostos neuroprotetores, como melatonina, vitamina E e vitamina C, contra
as alteragdes redox observadas na presenca de Phe (Martinez-Cruz F et al., 2002; Preissler T
et al., 2016). Também foram utilizadas culturas organotipicas cerebelares para avaliar
processos de desmielinizacdo e reatividade microglial na presenca de altas concentragdes de
Phe (Thau-Zuchman O et al., 2022).

Entretanto, até o momento nao se tem estudos avaliando os efeitos da Phe diretamente
sobre a microglia. Neste cendrio, torna-se imperativo caracterizar um modelo experimental
para compreender o papel da microglia nos sinais e sintomas neurologicos apresentados por

pacientes fenilcetonuricos.

1.3 MICROGLIA

A microglia ¢ considerada a principal célula do sistema imune residente do cérebro,
originando-se de precursores eritromieloides no saco vitelino durante o desenvolvimento
embrionario (Kaur C, 2001). Antes da formacdo da BHE, esses precursores migram para o
SNC, onde se diferenciam em microglia e passam a exercer suas funcdes (Hattori Y, 2023).
As células da microglia desempenham diferentes funcdes, participando da regulacdo do
desenvolvimento cerebral, da manutencdo das redes neuronais, do reparo de lesdes ¢ da
fagocitose de células mortas, proteinas disfuncionais e detritos celulares (Fumagalli L et al.,
2025).

A microglia pode atuar na defesa contra agentes patdogenos, sinais
quimicos/metabolicos alterados e moléculas de dano que comprometem a homeostase

cerebral, sendo consideradas sensores imunes do cérebro (Colonna M, 2017). Estudos
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recentes, especialmente no contexto de doencas neurodegenerativas, tém demonstrado que a
microglia apresenta uma resposta complexa quando reativa, processando e reagindo
dinamicamente as alteracdes que ocorrem no ambiente cerebral (Biswas K, 2023; Xu Y,
2023; Gao C, 2023).

A microglia ¢ frequentemente estudada por meio de modelos de cultura de células
primarias. No entanto, esses modelos apresentam baixa disponibilidade celular e limitada
capacidade de proliferacao (Bohlen CJ, 2019). Diante disso, pesquisas voltadas ao estudo da
microglia tém buscado modelos alternativos, com o objetivo de reduzir a utilizagdo de
animais e acelerar o avango da pesquisa (Gao C, 2023). Um dos modelos alternativos mais

utilizados para o estudo da microglia ¢ a linhagem de células BV-2.

1.3.1 CELULAS BV-2

As células BV-2 se destacam como uma linhagem com fenotipo microglial derivada
de camundongos. Essa linhagem foi estabelecida a partir da infec¢do de culturas primdrias de
células microgliais murinas com o oncogene v-raf/v-myc contendo o retrovirus J2 (Blasi E et
al., 1990). As cé¢lulas da linhagem BV-2 apresentam diversas semelhangas com células da
microglia in vivo, especialmente em relagdo a resposta inflamatéria (Sarkar S et al., 2018).
Foi demonstrado que essas células apresentam uma resposta inflamatéria mais intensa do que
a observada em células em culturas primarias, motivo pelo qual sdo amplamente utilizadas
em investigagdes relacionadas a neuroinflamacdo e ao estresse oxidativo (Henn A et al.,
2009). Além disso, sao células que se proliferam rapidamente e de facil manutengao.

Considerando que a microglia desempenha papel essencial na manutencdo da
homeostase cerebral (Sarlus H, 2017) e, quando reativa, pode colaborar para o dano ao SNC,
torna-se relevante investigar a resposta microglial a altas concentragdes de Phe. Tais achados

poderdo fornecer novas perspectivas para o entendimento da fisiopatologia da PKU.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar um modelo de cultura de células BV-2 para investigacao da fisiopatologia

da PKU.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e C(Coletar informagdes sobre a expressdo dos genes PAH, LAT1, LAT2, LAT3, LAT4 em
diferentes tipos celulares do SNC e hepatocitos no banco de dados The Human
Protein Atlas;

e Avaliar a expressao dos genes Pah e Latl por RT-PCR em células BV-2;

e Avaliar o pH do meio de cultura sem células antes e apds incubacdo na auséncia ou
presenga de Phe;

e Avaliar a morfologia de células BV-2 incubadas com diferentes concentragoes de Phe
ou H,0, por 24h, 48h e 72h;

e Avaliar a viabilidade celular de células BV-2 incubadas por 48h na auséncia ou
presenga de diferentes concentracdes de Phe ou H,O,;

e Avaliar o contetido de grupos sulfidrila em culturas de células BV-2 incubadas por

48h na auséncia ou presenca de diferentes concentracdes de Phe ou H,0,.
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3 METODOLOGIA
3.1 ASPECTOS ETICOS

Neste estudo, foram utilizadas linhagens de microglia de roedores imortalizada
(células BV-2). Por se tratarem de linhagens adquiridas comercialmente (Banco de Células do
Rio de Janeiro), ndo hé necessidade de aprovagdo do protocolo experimental pela Comissao

de Etica no Uso de Animais (CEUA).

Para as analises de RT-PCR de células BV-2, foi utilizado como referéncia tecido
hepatico de camundongos naive. A utilizacdo dos animais para tal foi submetida e aprovada
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (protocolo n® 120-24). Todos os esfor¢os foram realizados para minimizar o nimero

de animais utilizados e reduzir qualquer forma de sofrimento.

3.2 COLETA DE INFORMACOES DO BANCO DE DADOS

Os dados da expressdo dos genes PAH, LATI (SLC7A45), LAT2 (SLC7AS8), LAT3
(SLC43A41) e LAT4 (SLC43A42) em diferentes neuronios excitatorios e inibitorios, células
precursoras de oligodendrocitos (OPC), oligodendrdcitos, astrocitos, microglia e hepatdcitos
de humanos foram coletados do banco de dados The Human Protein Atlas (disponivel em
https://www.proteinatlas.org/). Os dados coletados foram organizados em uma planilha
eletronica para posterior andlise. Além disso, os valores apresentados correspondem a
expressao de consenso normalizado (NX), uma métrica obtida a partir da integracdo dos
dados de transcriptoma dos projetos Genotype-Tissue Expression (GTEx) e FANTOMS. Os
resultados representam transcritos codificadores de proteina por milhdo (TPM médio)
normalizados (nN'TPM), que expressam a média da abundancia de RNA mensageiro entre

multiplas amostras bioldgicas de cada tipo celular.

3.3 CULTURA DE CELULAS BV-2

Células da linhagem BV-2 foram cultivadas em meio DMEM-F12 (Sigma-Aldrich;
D6421) contendo 1% de penicilina/streptomicina (Thermo Fisher Scientific; 15140122) com
adi¢do de 10% de soro fetal bovino (Sigma-Aldrich; F9665) em frascos de 25 cm?. Os frascos
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foram mantidos em incubadora (Harris Manufacturing; HSC501T-ABA) a 37 °C com
atmosfera constituida de 95% ar e 5% CO,. Quando atingiram a confluéncia, as células foram
entdo plaqueadas em placas de 6 (100.000 células por poco) ou 24 pocos (10.000 células por
poco). Apds 24 horas, o meio de cultura foi substituido para o grupo controle. Para os grupos
experimentais, foi adicionada ao meio Phe (Sigma-Aldrich; 78019, ) nas concentragdes de 1,
2,5 e 5 mM. O controle positivo consistiu na adi¢do peréxido de hidrogénio (H20:) (Neon;
01984) 0,1 mM. As células foram incubadas por 24, 48 ou 72 horas e, posteriormente,

coletadas ou fixadas para as analises.

3.4 IMUNOCITOQUIMICA

As células foram plaqueadas em placas de 24 pocos com laminulas de vidro (K5-003,
Olen), previamente tratadas com agua régia e com poli-D-lisina (Gibco; A38904-01).
Quarenta e oito horas apods, o meio de cultura foi removido e as células foram entdo lavadas
com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) e fixadas com paraformaldeido
(Sigma-Aldrich;1003665462) 4% por 15 minutos, permeabilizadas e bloqueadas com PBS
contendo 0,1% de Triton X-100 (1685, Neon) e 5% de soro normal de cabra (Sigma-Aldrich;
(G9023) por duas horas. Apods o bloqueio, as laminulas foram entdo incubadas durante a noite
a 4 °C com anticorpo primario para imunomarcacao da molécula adaptadora de ligacao ao
calcio ionizado 1 (Ibal; 1:500; 019-19741, Wako), classico marcador microglial, diluido em
solucdo de bloqueio. Em seguida, as células foram lavadas novamente com PBS e incubadas
com o anticorpo secundario anti-coelho 594 (1:500; SAB4600099, Sigma-Aldrich) e
4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, 1:20000; D1306, Invitrogen), para a marcagao nuclear.
ApoOs as marcagdes, as células foram lavadas com PBS e as laminas foram montadas com
solucdo de N-propil-galato (Sigma-Aldrich; 102644577) saturada em PBS. Controles
negativos foram utilizados substituindo o anticorpo primario pela solu¢do de bloqueio. A
aquisicdo de imagens foi realizada por microscopia de fluorescéncia (Zeiss Axioplan, modo

Apotome) e analisadas visualmente pelo programa ZEN (versao 3.9).

3.5 AVALIACAO DA EXPRESSAO DOS GENES Lat! E Pah em CELULAS BV-2

O RNA total foi extraido de células BV-2 e de camundongos usando Trizol
(Invitrogen), seguindo as instru¢des do fabricante. A pureza e a integridade do RNA foram
avaliadas usando a razdo de absorvancia de 260/280 determinada por Nanodrop e apenas

preparagdes com valores >1,8 foram usadas. Para PCR de transcrigao reversa quantitativa em
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tempo real (QRT-PCR), 1 pg de RNA foi usado para a sintese de DNA complementar (cDNA)
usando o kit de transcricdo reversa de cDNA de alta capacidade (Thermo Fisher Scientific).
A andlise quantitativa da expressdo de genes alvo foi realizada em um sistema de PCR em
tempo real 7500 (Thermo Fisher Scientific) com PowerUp SYBR Green PCR Master Mix
(Thermo Fisher Scientific). Foram wusados primers especificos de Latl (mLatl; fw:
TGTCCCTCAAACGTCAGGTG; bw: GATGTGGCAGTCCCCAGAAA) e Pah (mPah; fw:
GCGGTTTCCGTGAAGACAAC; bw: GTGCAGTGGAAGACTCGGAA). Foi utilizado o
gene de B-actina (actb; fw: TGTGACGTTGACATCCGTAAA; rv:
GTACTTGCGCTCAGGAGGAG) como gene de referéncia enddégeno. O qRT-PCR foi
realizado em reacdes de 20 pL, de acordo com as instru¢des do fabricante. Os valores do
limiar de ciclo (C,) foram usados para calcular a mudanca de expressao relativa aos controles

usando o0 método 244¢,

3.6 AVALIACAO DO pH NO MEIO DE CULTURA

Solugdes de meio de cultura DMEM-F12 (Sigma-Aldrich; D6421) com 10% de soro
fetal bovino (Sigma-Aldrich; F9665) contendo Phe 5 mM ou H20: 0,1 mM foram colocadas
em placas de cultura sem células e mantidas por 48h em incubadora a 37 °C com atmosfera
controlada (5% CO, e 95% ar). Antes e ap0s a incubagao, as solucdes tiveram seu pH medido
em pHmetro previamente calibrado. Como controle, foram utilizadas aliquotas de meio de

cultura sem adi¢ao de Phe ou H:Os:.

3.7 MICROSCOPIA EM CAMPO CLARO

A cada 24h apods a adi¢do de Phe ou H:O: as células, foram obtidas imagens por
microscopia optica em campo claro (Nikon TMS) em aumento de 40x com o auxilio de uma

camera de celular (Iphone 14, Apple), até o tempo de incubagdo completar 72h.
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3.8 ATIVIDADE DA ENZIMA LACTATO DESIDROGENASE (LDH)

A avaliagdo da viabilidade celular foi realizada pela determinagdo da atividade da
enzima LDH, através do kit LDH Liquiform (86-2/30, LabTest, Brasil). Ap6s 48h de
incubacdo com Phe, o meio de cultura foi coletado para a medida da atividade da LDH
liberada para o meio extracelular (LDHe). Apds a coleta do meio, as células foram entdo
permeabilizadas com uma solucao de saponina (Sigma-Aldrich; 1003597228) 30 ug/mL em
meio de cultura fresco e incubadas por 5 min a 37 °C. Ao final da incubagdo, o meio de
cultura contendo saponina foi coletado para a medida da atividade da LDH intracelular
(LDHi). Foi entdo calculada a atividade total da LDH (LDHe + LDHi) e a porcentagem de
LDH liberada para o meio (LDHe). Os dados estdo expressos em U/mL para a atividade total
da LDH e em porcentagem de LDH liberada, respectivamente (Chan FK et al., 2013). Triton
X-100 0,1% foi utilizado como controle positivo de rompimento da membrana plasmatica

celular e consequente liberagdo de LDH para o meio de cultura.

3.9 DETERMINACAO DO CONTEUDO DE GRUPOS SULFIDRILA

O contetdo total de grupos sulfidrila foi determinado pelo método de Aksenov e
Markesbery (2001). Os grupos sulfidrila ndo oxidados reduzem o écido ditionitrobenzoico
(DTNB), levando a formagao de 4cido 2-nitro-5-mercaptobenzoico (TNB), um produto de
cor amarela lido em espectrofotometro a 412 nm. A concentragdo de grupos sulfidrila foi
calculada de acordo com o coeficiente de extingdo molar do TNB e estd expressa em nmol de

TNB/mg de proteina.

3.10 DOSAGEM DE PROTEINAS TOTAIS

A quantificagdo de proteinas totais foi realizada segundo o método de Lowry (1951),

utilizando-se albumina sérica bovina como padrao.

3.11 FORMA DE ANALISE DOS RESULTADOS

Todos os experimentos foram realizados em duplicata ou triplicata de 3-6 culturas
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celulares independentes. Os dados coletados foram avaliados quanto a normalidade da
distribuigdo pelo teste de Shapiro—Wilk. As médias foram comparadas por meio da andlise de
variancia de uma via (ANOVA) , seguida pelo teste de comparagdes multiplas de Tukey, ou
pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn, quando aplicavel. As analises
estatisticas e a construcdo dos graficos foram realizadas usando o site BioRender
(https://www.biorender.com) e foram consideradas estatisticamente significativas quando

p<0,05.

4 RESULTADOS

Primeiramente, foram coletados do Atlas de Proteinas Humanas dados da expressao
dos genes LATI, LAT2, LAT3, LAT4 e PAH em astrocitos, microglia, neuronios excitatorios,
neurdnios inibitdrios, oligodendrocitos, células precursoras de oligodendrocitos (OPC) e
hepatdcitos de humanos. A figura 4 mostra que, dentre todas as células avaliadas, a microglia
apresenta a maior expressdao de gene LAT! (104,7 nTPM) em comparagdo com hepatocitos

(14,1 nTPM) e com outros tipos celulares do SNC.
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Figura 4 - Expressao do gene LAT1 em diferentes tipos celulares do sistema nervoso central e hepatdcitos
de humanos. Os dados representam a média para cada tipo celular (n=1) ¢ os valores estdo expressos em
transcritos codificadores de proteina por milhdo normalizados (nTPM). OPC: células precursoras de

oligodendrocitos.
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Também foram coletados dados da expressdao dos genes LAT2, LAT3 e LAT4, que
codificam outras proteinas transportadoras de aminodcidos. Na Figura 5, pode-se observar
que as células da microglia humana expressam os 4 tipos de transportadores, mas que 0s
genes LAT2 (15,2 n'TPM), LAT3 (0,9 nTPM) e LAT4 (13,4 nTPM) apresentam uma expressao
marcadamente menor na microglia em comparagdo com o transportador LAT'1, sugerindo que
este de fato seja seu principal transportador de aminoécidos. Além disso, dentre as células
analisadas, pode-se observar que LAT2 e LAT4 sdo mais expressos em neurdnios, enquanto

LAT3 ¢ preferencialmente expresso em hepatocitos.
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Figura 5 - Expressao dos genes LAT2, LAT3 e LAT4 em diferentes tipos celulares do sistema nervoso
central e hepatécitos de humanos. Figura SA - LAT2; Figura 5B - LAT3 e Figura SC - LAT3. Os dados
representam a média para cada tipo celular (n=1) e os valores estdo expressos em transcritos codificadores de

proteina por milhdo normalizados (nTPM). OPC: células precursoras de oligodendrocitos.

O proximo passo foi comparar a expressdo do gene PAH em diferentes tipos de
células do SNC e hepatocitos humanos (Figura 6). Os dados obtidos mostraram que, como
esperado, a célula que apresenta a maior expressao de PAH ¢ o hepatdcito (742,1 nTPM),
enquanto a expressdo desse gene nas demais células ¢ minima, como em astrocitos (0,9

nTPM), ou inexistente, como na microglia e em oligodendrécitos.
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Figura 6 - Expressao do gene PAH em diferentes tipos celulares do sistema nervoso central e
hepatocitos de humanos. Os dados representam a média para cada tipo celular (n=1) e os valores estdo
expressos em transcritos codificadores de proteina por milhdo normalizados (n'TPM). OPC: células precursoras

de oligodendrocitos.

Apoés a identificagdo do perfil de expressdo de proteinas transportadoras e do
metabolismo da Phe em microglia humana, o proximo passo foi caracterizar as células da
linhagem BV-2 como possivel modelo celular de microglia para o estudo da fisiopatologia
da PKU. Avaliou-se inicialmente a expressdo génica de Lat!, principal transportador de Phe
presente na microglia humana, e Pah em células BV-2 por RT-qPCR. A Figura 7 mostra que,
da mesma forma que a microglia humana, essas células apresentam uma alta expressao de

Latl relativamente ao tecido hepatico de camundongos e ndo expressam Pah.
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Figura 7 - Niveis relativos de RNAm dos genes Latl e Pah em células BV-2 determinados por RT-PCR. Os
dados representam 4 culturas independentes (n=4) de células BV-2 e figado de 1 camundongo controle (n=1).

beta-Actina foi utilizado como gene constitutivo.
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A seguir, para se conhecer a morfologia das células BV-2, essas células foram
incubadas com ou sem H:0: 0,1 mM por 48h. Na Figura 8 ¢ possivel observar que as células
BV-2 sdo pequenas e apresentam uma morfologia arredondada. Além disso, a incubagdo com
H:0:, um conhecido indutor de morte celular, diminuiu o nimero e alterou a morfologia e o

tamanho das células em comparacao com as células do grupo controle.

Figura 8 - Andlise qualitativa da morfologia de células BV-2 (controle) e H-0: 0,1 mM (controle positivo)

apos 48 horas de incubagfo. Imagem representativa de 2 culturas independentes em aumento de 40x.

O proximo passo foi realizar uma imunomarcacdo com Ibal, um classico marcador de
células microgliais, das células BV-2. Como esperado, a Figura 8 mostra que essas células
apresentam intensa marcagao anti-Ibal (verde), confirmando que as células BV-2 apresentam

caracteristicas fenotipicas microgliais.

Figura 9 - Imunomarcacio da proteina Ibal em células BV-2 incubadas com meio de cultura por 48h.
Imagens representativas de 3 culturas independentes (n=3) realizadas em duplicata em aumento de 63x. CTRL:

controle. Barra da escala: 200 pm.
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Considerando-se que o pH ¢ um importante fator para a manutengao da fungado
celular, o proximo passo foi avaliar possiveis variagdes de pH no meio de cultura causadas
por Phe ou H:0:. Foram, entdo, realizadas medi¢des do pH do meio de cultura com Phe ou
H:0: antes e ap6s 48h na incubadora. A Tabela 1 mostra os valores de pH para solugcdes
controle (apenas meio), Phe 5 mM e H:0: 0,1 mM antes e ap6s 48h de incubagdo, bem como
a diferenca entre o pH inicial e o pH final. Pode-se observar que os valores de pH das trés
solugdes apresentaram minima variagdo nesse periodo, permitindo excluir possiveis
interferéncias de variagdes de pH causadas pelos compostos a serem utilizados nos

experimentos.

Tabela 1 - Valores de pH do meio de cultura incubados com Phe 5 mM e H:0: 0,1 mM antes e apés 48

horas de incubacio.

pH do meio de cultura .
G Diferenga
rupo de pH
t=0 t=48h P
Amostra 1
Controle 7,4 7,45 0,05
Phe 5 mM 7,44 75 0,06
H202 0,1 mM 7,42 7,45 0,03
Amostra 2
Controle 7,4 7,41 0,01
Phe 5 mM 7,42 7,44 0,02
H202 0,1 mM 7,41 7,42 0,01

A seguir, células da linhagem BV-2 foram incubadas com Phe (1, 2,5 ou 5 mM) ou
H:0: 0,1 mM por 72h. A cada 24h apos a adi¢ao dos compostos ao meio de cultura, foram
adquiridas imagens em campo claro das culturas. A Figura 11 mostra imagens representativas
dessas culturas apos 24, 48 e 72 horas de incubagdo. As células incubadas com H:0:
apresentaram, como esperado, alteracdes morfologicas e redu¢do do ntimero de células em
comparagdo ao controle que podem ser observadas desde as primeiras 24h de incubagdo. As
c€lulas expostas a Phe 5 mM também exibiram alteracdes morfologicas, embora distintas
daquelas induzidas pelo H:O-, ap6s 24h de incubagdo. As concentra¢des mais baixas de Phe
testadas (1 e 2,5 mM) também promoveram alteracdes morfolégicas, porém mais sutis
quando comparadas ao grupo controle. Apds 72h de incubagdo, verificou-se um intenso

descolamento celular em praticamente todos os grupos experimentais, indicando que
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periodos maiores do que 48h de incubacdo poderiam comprometer a integridade da cultura

independentemente de qualquer tratamento.
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Figura 10 - Analise qualitativa da morfologia e da proliferacio celular de células BV-2
incubadas com fenilalanina (Phe) ou H:0: 0,1 mM 48h por 24h, 48h e 72h. Imagens de 1 cultura em campo

claro em aumento de 40x.

Sabendo-se que a Phe induziu morte celular em trabalhos com outros modelos celulares,
avaliou-se a viabilidade celular de células BV-2 incubadas com Phe (1, 2,5 ou 5 mM) ou
H:0: 0,1 mM por 48h através da medida da liberagdo de LDH para o meio de cultura em
decorréncia do comprometimento da integridade da membrana plasmatica celular. Além

disso, também foi medida a atividade total da LDH nas mesmas células.

Na Figura 10A pode-se observar que, nas concentragdes de 2,5 ¢ 5 mM, a Phe inibiu a
atividade total da LDH em comparacgao as células do grupo controle, o que ndo foi observado
nas células incubadas com Phe 1 mM ou com H:0: 0,1 mM. Por outro lado, a Figura 10B
mostra que tanto Phe 5 mM quanto H20: 0,1 mM induziram uma maior liberagdo de LDH

pelas c¢lulas, indicando uma diminui¢ao da viabilidade celular nessas condigdes.
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Figura 11 - Atividade da lactato desidrogenase (LDH) em células BV-2 incubadas com diferentes
concentracoes de fenilalanina (Phe) ou com H:0: 0,1 mM. (4) Atividade total de LDH (B) Atividade da
lactato desidrogenase (LDH) liberada para o meio de cultura. Os valores representam média + desvio padrao
de 3 culturas independentes por grupo e estdo expressos em pmol/mg de proteina (teste de normalidade de

Shapiro-Wilk; teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn).

Por fim, avaliou-se o efeito de diferentes concentragdes de Phe sobre o conteudo de
grupos sulfidrila, um parametro comumente utilizado como indicador de estado redox celular,
em células BV-2. A Figura 12 mostra uma diminui¢do do contetido de grupos sulfidrila nas
células incubadas com Phe 5 mM ou com H:0: 0,1 mM, o que sugere um possivel

desequilibrio redox nessas células.
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Figura 12 - Efeito in vitro de diferentes concentracdes de fenilalanina (Phe) sobre o contetido de grupos
sulfidrila em células BV-2. Os valores representam média + desvio padrdo de 6 culturas independentes e estdo
expressos em pmol/mg de proteina (teste de normalidade de Shapiro-Wilk; teste de Kruskal-Wallis seguido pelo

teste de Dunn).
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5 DISCUSSAO

Estudos recentes tém indicado um possivel papel da neuroinflamagdo na
fisiopatologia da PKU (Cicek C et al., 2022; 2024; Faverzani JL et al., 2025).
Considerando-se que a microglia € o principal agente de resposta imune no SNC (Colonna
M, 2017), e que até o momento nao ha estudo sobre o papel da microglia na fisiopatologia da
PKU, o presente estudo teve como objetivo caracterizar um modelo experimental de células
da microglia para investigar aspectos da fisiopatologia da PKU utilizando células da

linhagem BV-2 .

Inicialmente, realizou-se busca em bancos de dados sobre a expressdo dos genes
LATI, LAT2, LAT3 e LAT4, que codificam os principais transportadores de aminoacidos, com
o objetivo de avaliar seu padrao de expressdao em células da microglia. Os dados obtidos no
banco The Human Protein Atlas mostraram que o gene LATI ¢ altamente expresso na
microglia humana, apresentando uma expressdo marcadamente maior nessas células quando
comparadas a outras células do SNC ou a hepatdcitos. Esse resultado sugere que a microglia
apresenta uma grande dependéncia dos aminoacidos grandes e neutros transportados pelo
LATI, incluindo os aminoacidos aromaticos Phe, Trp e Tyr. A grande necessidade desses
aminodcidos pela microglia pode se dever a sua elevada demanda metabolica, decorrente
especialmente de suas fung¢des imunolodgicas, essenciais para a manutengdo da homeostase

cerebral (Hattori Y, 2023).

Embora o LAT1 seja o principal responsavel pelo transporte de Phe em razao de sua
alta afinidade por esse aminoacido (Uchino et al., 2002), outros transportadores, como LAT2,
LAT3 e LAT4, também podem contribuir para o transporte de Phe para as células (Wang Q,
2015). Os dados da expressao dos genes que codificam esses transportadores obtidos do atlas
demonstram que, ainda que haja expressdo de LAT2, LAT3 e LAT4 nas células da microglia
humana, esta ¢ muito inferior a expressao do LATI, corroborando a ideia de que este € o
principal transportador de aminodcidos nas células da microglia e, portanto, o principal
responsavel pelo transporte de Phe para dentro dessas células. Entretanto, ndo se pode excluir
que, enquanto o LAT1 ¢é o principal mediador da entrada de Phe, o LAT2 ¢ o LAT4 possam
desempenhar um papel coadjuvante, exacerbando a entrada e a distribui¢do de Phe pela

célula.

Ainda que a literatura ja tenha descrito que a PAH, principal enzima responsavel pela

metabolizacdo da Phe, seja predominantemente localizada no figado, compilou-se os dados
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de sua expressao em diferentes células do SNC e em hepatocitos. Como esperado, os
resultados mostraram que a microglia ndo expressa esse gene, ao contrario dos hepatocitos.
Para avaliar se as células da linhagem BV-2 apresentam o mesmo perfil de expressdao das
c€lulas de microglia humana, foi realizada a anélise da expressao dos genes Latl e Pah nas
células BV-2. Os resultados demonstraram uma alta expressdao do gene Lat/ e a auséncia de
expressdo do gene Pah nessa linhagem celular, assemelhando-se ao perfil observado nos
dados de células humanas. Esses achados corroboram o estudo de Tampio et al. (2024), que
também observou a expressdao de Lat!/ em células BV-2. Tomadas em conjunto, essas
informacodes indicam que a Phe pode ser captada pelas células BV-2, mas possivelmente nao
sera metabolizada pela PAH, excluindo a necessidade do uso de inibidores dessa enzima

durante os experimentos para se avaliar os efeitos do acimulo de Phe.

Para se conhecer a morfologia das células da linhagem BV-2, essas células foram
incubadas na auséncia (grupo controle) ou presenca de H:0: por 48h. Imagens de
microscopia Optica em campo claro mostraram que as células BV-2 possuem formato
arredondado e auséncia de ramificagdes, em contraste com células da microglia in vivo, que
exibem morfologia mais ramificada (Sarkar et al., 2018). E importante salientar que, embora
haja diferencas morfoldgicas, estudos comparativos mostraram semelhangas entre células
BV-2 e microglia in vivo na intensidade da resposta ao induzir um cendrio de
neuroinflamag¢dao ou estresse oxidativo, sendo amplamente utilizado para esse tipo de
investigagdo (Henn et al., 2009). Adicionalmente, as células BV-2 também apresentaram
intensa marcacdo para a proteina Ibal. Essa proteina ¢ considerada um marcador classico de
microglia, sendo bem estabelecido que seu mRNA ¢ expresso em células da microglia
provenientes de camundongos (Yamada, M et al., 2006) Dessa forma, as células BV-2

apresentam de fato um fendtipo microglial (Ito et al., 1998), como esperado.

Para se eliminar possivel viés causado por altera¢cdes de pH nas solu¢des contendo os
compostos a serem testados, procurou-se avaliar a estabilidade do pH do meio de cultura
contendo Phe ou H:0: em um periodo semelhante ao tempo de incubagdo das células.
Sabe-se que o aumento do pH em culturas celulares acelera os movimentos celulares,
enquanto sua reducdo os retarda (Taylor AC, 1962; Michl J et al., 2019). Dessa forma, foram
mensurados os valores de pH em meio de cultura na presenca de Phe ou H:O: mantido em
placas de cultura sem células em incubadora a 37 °C e atmosfera controlada por 48h antes e
apo6s a incubagdo. Nao foi evidenciada variagao de pH entre as medidas pré- e pos-incubacgao.

Tal fato permite concluir que os possiveis efeitos observados nas células apds a incubagao
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resultem de uma agdo direta dos compostos, € ndo de uma possivel variagdo do pH do meio

de cultura.

De posse dessas informagdes, procurou-se a seguir identificar o melhor intervalo de
tempo para a analise dos efeitos da Phe nas células BV-2. A utilizacdo de H-O: como controle
positivo também fornece uma importante validacao para o estudo, uma vez que seus efeitos
neurotoxicos notadamente conhecidos incluem aumento da geracao de espécies reativas de
oxigénio (ERO), ativacdo de vias apoptoticas e morte celular (Hou RC et al., 2005;
Cobourne-Duval MK et al., 2017). Assim, foram obtidas imagens de culturas de células BV-2
incubadas na auséncia (controle) ou presenga de Phe ou de H:O: a cada 24h por um periodo
de 72h. Tanto o H:0: quanto a Phe na concentracio de 5 mM induziram alteragdes
morfoldgicas e de numero de células ainda nas primeiras 24h de incubacdo. Apds 48 h de
incubagdo, foi possivel observar diferencas mais evidentes tanto no nimero de células quanto
nas morfologia, tanto no controle positivo quanto nas demais concentracdes de Phe,
caracterizando esse periodo como um intervalo adequado para identificar modificacdes
celulares e possivelmente detectar um nivel intermediario de morte celular. Ao final das 72 h
de incubagdo, verificaram-se alteragdes morfologicas em todos os grupos, acompanhadas de
descolamento celular generalizado, indicando que as células ndo toleram um periodo
prolongado de incubagdo. A partir dessas informagoes, o periodo de 48h foi escolhido como

tempo de incubagdo das culturas de células BV-2 para os experimentos a serem realizados.

Considerando-se a observacao da aparente redu¢do do niumero de células nos pogos
que receberam meio de cultura contendo Phe, avaliou-se a viabilidade celular pela
determinagdo da liberagdo de LDH. A LDH ¢ uma enzima intracelular, citosoélica,
responsavel pela oxidagdo reversivel de lactato a piruvato, que ¢ liberada para o meio
extracelular quando hd comprometimento da integridade da membrana plasmatica celular
(Kumar, 2018). Assim, a medida da atividade da LDH liberada pelas células para o meio de
cultura durante a incubagdo ¢ um indicativo da integridade celular e, portanto, da viabilidade
da célula. A incubacdo com Phe 5 mM ou com H:0: por 48h aumentou a liberagdo de LDH
para o meio de cultura, indicando que houve uma diminuicao da viabilidade celular nessas
condi¢des, o que ndo foi observado nas células incubadas com concentragdes mais baixas de
Phe. E importante salientar que a avaliacio de viabilidade celular pela liberagio de LDH nao
fornece informagdes sobre o tipo ou a causa da morte celular observada. Entretanto, estudos
anteriores relataram que concentragdes elevadas de Phe induzem EO e reduzem a viabilidade

celular em astrécitos (Preissler et al., 2016) e induzem morte celular por apoptose em culturas
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primarias de neuronios (Huang X et al., 2013).

Também foi possivel observar que a incubacao com Phe nas concentragdes de 2,5 € 5
mM por 48h inibiu a atividade total (intra e extracelular) da enzima LDH. Nesse contexto,
quando ocorre comprometimento da atividade da LDH, a conversao de lactato em piruvato (e
vice-versa) € reduzida. Estudos prévios relataram comprometimento bioenergético em cortex
cerebral, estriado e hipocampo de ratos submetidos a altas concentragdes de Phe (Dimer NW
et al., 2018) e em pacientes fenilcetontricos (Trefz F et al., 2024), mas ndo ha dados na

literatura quanto aos efeitos da Phe sobre a bioenergética celular na microglia.

Torna-se importante ressaltar que a inibicdo da atividade da LDH pela Phe nao
compromete a interpretagdo da liberacdo desta enzima como medida de viabilidade celular,
uma vez que as analises avaliam aspectos distintos. A viabilidade celular ¢ determinada pela
atividade da LDH liberada para o meio de cultura em relagao a atividade da LDH total
presente na célula. Assim, mesmo que a Phe iniba a atividade total, a atividade da LDH
liberada sera inibida na mesma proporcao que a atividade total.

Um dos poucos mecanismos fisiopatologicos da PKU mais bem descritos ¢ a indugao
de estresse oxidativo induzido por altas concentra¢des de Phe (Dobrowolski SF et al., 2022).
O EO caracteriza-se pelo desequilibrio entre a producao de ERO e a capacidade do sistema
antioxidante celular em neutraliza-las (Teleanu et al., 2022). Essa alteragdo na homeostase
redox ¢ altamente deletéria ao SNC, alterando a fung¢do e induzindo morte celular (Birben et
al., 2012). Considerando que a neuroinflamagdo estd intimamente relacionada ao estresse
oxidativo, a microglia desempenha papel fundamental na manutengdo da homeostase redox
no SNC. Por exemplo, quando da reatividade microglial em resposta a atividade
inflamatoria, a enzima mieloperoxidase intensifica a produ¢dao de ERO (Block et al., 2007).
Além disso, evidéncias indicam que compostos antioxidantes podem inibir a reatividade
microglial e a liberagao de citocinas pro-inflamatorias (Ferreira-Chamorro et al., 2018; He et
al., 2022).

Nesse contexto, avaliou-se o efeito da incubagdo de Phe sobre o contetido de grupos
sulfidrila em células BV-2. O conteudo de sulfidrilas € considerado um marcador
bioquimico de homeostase redox, especialmente no que tange ao dano oxidativo proteico.
Observou-se que a maior concentracao testada de Phe e o H:0O: induziram uma diminui¢ao
do conteudo de sulfidrilas totais. Esse resultado sugere alteracdes no estado redox das
proteinas, possivelmente devido a oxidacdo de grupos —SH presentes em residuos de

cisteinas e outros aminoacidos sulfurados e/ou a formacao de ligacdes dissulfeto (Hudson D.
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A et al., 2015). Nao se pode excluir, no entanto, que a Phe possa alterar outros compostos
sulfidrilicos, como a glutationa, o principal antioxidante ndo enzimdtico do organismo
(Sabens Liedhegner, E. A et al., 2012). Estudos anteriores demonstraram que a Phe induz
diminui¢do do contetido de grupos sulfidrila tanto em amostras de fluidos bioldgicos de
pacientes quanto em estruturas cerebrais de modelos animais de PKU (Fernandes CG et al.,
2010 ; Colomé, C et al., 2003).

Tomados em conjunto, os resultados do presente trabalho indicam que as células da
linhagem BV-2 podem constituir um bom modelo experimental para o estudo dos efeitos da
Phe sobre a funcdo microglial. A caracterizagdo deste modelo experimental permitird o
avanco no entendimento da fisiopatologia dos danos neurolégicos observados em pacientes

fenilcetonuricos e, assim, estabelecer possiveis alvos terapéuticos para a PKU.

6 CONCLUSAO

As células da linhagem BV-2 expressam o gene Latl, ndo expressam o gene Pah e
sdo suscetiveis a efeitos toxicos conhecidos da Phe, tornando-as um bom modelo

experimental para o estudo do papel da microglia na fisiopatologia da PKU (Figura 13).

Figura 13 - Uso de células BV-2 como modelo experimental para estudo dos efeitos da

fenilalanina (Phe).
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LAT 1= Transportador de aminoéacidos grandes e neutros do tipo 1; LDH= Lactato desidrogenase; SH= Grupo

Sulfidrila; Tyr= tirosina. Criada com Biorender.

7 PERSPECTIVAS

e Avaliar a morfologia celular de células BV-2 incubadas com diferentes concentragdes
de Phe por 48h;

e Determinacdo dos niveis de substincias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS) em
células BV-2 incubadas com diferentes concentracdes de Phe por 48h;

e Determinacdo da atividade de enzimas antioxidantes catalase e superdxido dismutase

células BV-2 incubadas com diferentes concentracdes de Phe por 48h;

e Determinacgdo das concentragdes de nitratos e nitritos em células BV-2 incubadas com

diferentes concentragdes de Phe por 48h.
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