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RESUMO

A fenilcetonuria € um erro inato do metabolismo causado pela deficiéncia
severa da atividade da enzima fenilalanina hidroxilase, a qual converte fenilalanina
em tirosina. O bloqueio desta hidroxilagdo resulta em acumulo tecidual de
fenilalanina e seus metabodlitos, acidos fenilpiravico, fenilactico e fenilacético. Cabe
salientar que a concentracdo cerebral destes metabdlitos estd correlacionada
positivamente aos niveis plasmaticos de fenilalanina. A doenca caracteriza-se por
sintomas neuroldgicos graves tais como retardo mental e convulsdes. Apesar de ser
uma das aminoacidopatias mais freqiientes e mais estudadas, a neuropatologia da
fenilcetonuria ainda nédo é totalmente compreendida. No presente trabalho, foram
investigados os efeitos in vitro dos acidos fenilpiravico, fenilactico e fenilacético
sobre o0 estresse oxidativo em homogeneizado de cérebro de ratos jovens, a fim de
melhor entender o envolvimento destes metabodlitos na disfungcdo neurologica
presente na doenca. Foram estudados 0s seguintes parametros:
quimiluminescéncia, substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBA-RS), potencial
antioxidante total (TRAP), reatividade antioxidante total (TAR), conteudo de tidis
totais e de grupos carbonila, conteudo de glutationa (GSH), conteudo de 2’, 7
diclorofluoresceina (DCF) e atividade das enzimas antioxidantes: catalase (CAT),
superoéxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GSH-Px). Observamos que o
acido fenilpirivico aumentou a quimiluminescéncia, o TBA-RS e o conteldo de
grupos carbonila, de maneira dose-dependente, ainda, este acido reduziu o TRAP,
de maneira dose-dependente, e o contetdo de GSH. O acido fenilactico aumentou a
quimiluminescéncia e o TBA-RS, diminuiu o TRAP e o conteudo de GSH. Ja, na
presenca do &cido fenilacético, houve um aumento significativo do TBA-RS e do
conteudo de DCF. Os trés metabdlitos testados n&o alteraram a atividade da enzima
antioxidante SOD, porém reduziram a atividade da GSH-Px, de maneira dose-
dependente, e da CAT. Os resultados obtidos mostram que o0s metabdlitos da
fenilalanina alteram parametros de estresse oxidativo em cérebro de ratos. Aliados a
diversos estudos anteriores em modelo animal e em pacientes com fenilcetonuria,
gue demonstram que a fenilalanina altera parametros de estresse oxidativo, N0ssos
resultados indicam que os metabdlitos deste aminoacido também podem estar
envolvidos na fisiopatologia dos danos cerebrais observados na fenilcetonuria,
sugerindo que o beneficio de uma suplementacdo com antioxidantes a dieta dos
pacientes seja estudado a fim de prevenir possiveis danos causados por radicais
livres.



Vi

ABSTRACT

Phenylketonuria is an inborn error of metabolism caused by severe deficiency
of phenylalanine hydroxylase activity, which converts phenylalanine to tyrosine,
leading to tissue accumulation of phenylalanine and its metabolites (phenylpyruvic
acid, phenyllactic acid and phenylacetic acid). The concentrations of these
metabolites into the brain correlate positively with plasma phenylalanine levels. This
disease is characterized by serious neurological features, such as mental retardation
and seizures. Although phenylketonuria is one of the most frequent and studied
aminoacidopatias, the neuropathology of this disease is poorly understood. In the
present work, the in vitro effect of the phenylpyruvic acid, phenyllactic acid and
phenylacetic acid on oxidative stress were investigated in brain homogenates of
young rats, in order to be better understand the involvement of these metabolites in
the neurological dysfunction present in this disease. The following parameters were
studied: chemiluminescence, thiobarbituric acid reactive substances (TBA-RS), total
radical-trapping antioxidant potential (TRAP), total antioxidant reactivity (TAR), total
thiol and carbonyl groups, glutathione (GSH), 2’, 7° dichlorofluorescein (DCF) and the
activities of antioxidants enzymes catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), and
glutathione peroxidase (GSH-Px). We observed that phenylpyruvic acid increased
chemiluminescence, TBA-RS and the content of carbonyl groups (in a dose-
dependent way) and that this acid reduced TRAP (in a dose-dependent way) and
GSH levels. Phenyllactic acid increased chemiluminescence and TBA-RS, and
reduced TRAP and GSH levels. Phenylacetic acid increased TBA-RS and the
measurement of DCF. Any of the metabolites altered the activity of SOD, whereas all
of them reduced the activities of GSH-Px (in a dose-dependent way) and CAT. The
results show that phenylalanine metabolites alter many parameters of oxidative
stress in brain homogenates of young rats. Other studies have been demonstrated
that oxidative stress seems to be involved in phenylketonuric animal models and
patients. Taking together, these studies and our results suggest that the benefit of an
antioxidant supplementation to the diet of these patients might be studied in order to
prevent possible damage produced by free radicals.



LISTA DE ABREVIATURAS

CAT Catalase

DCF 2, 7’ diclorofluoresceina
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SOD Superoéxido dismutase

TAR Reatividade antioxidante total
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l. INTRODUCAO

1. Fenilcetonuria

A fenilcetonuria (PKU) € um dos mais frequentes e estudados erros inatos do
metabolismo. E uma doenca genética de carater autossdmico recessivo com
incidéncia de aproximadamente 1:10.000 na populacdo caucasiana (Scriver e
Kaufman, 2001).

Esta aminoacidopatia € causada por uma deficiéncia severa da atividade da
enzima hepatica fenilalanina hidroxilase (PAH), a qual catalisa a sintese de tirosina a
partir da fenilalanina. Consequentemente, ha um aumento nos niveis da fenilalanina
(podendo alcancar niveis de 1 a 3 mM) e de seus metabolitos, acido fenilpiravico,
acido fenilactico e acido fenilacético, nos tecidos dos pacientes (Scriver e Kaufman,

2001).

1.1 Historico

A fenilcetondria foi descoberta por Folling, em 1934, analisando a urina de
criancas com retardo mental através do teste do cloreto férrico, que reage com o
fenilpiruvato produzindo cor verde. Félling associou os sintomas neurolégicos com a
presenca desse metabdlito da fenilalanina na urina (Centerwall e Centerwall, 2000;
Nyhan, 1984). Em 1935, Penrose reconheceu a doenca como sendo um novo erro

inato de metabolismo (Scriver e Kaufman, 2001) e denominou-a de Fenilcetondria,



devido ao aparecimento de uma fenilcetona (acido fenilpirivico) na urina dos
pacientes afetados (Centerwall e Centerwall, 2000).

O erro metabdlico foi identificado por Jervis (1947) através de experiéncias
gue mostraram que a fenilalanina proveniente da dieta ndo era convertida a tirosina
e, anos apos, Underfriend e Cooper (1952) descobriram o sistema enzimatico

responsavel por esta reacédo, a fenilalanina hidroxilase.

1.2 Metabolismo da fenilalanina

A fenilalanina € um aminoacido essencial que € hidroxilado a tirosina no
primeiro passo de seu metabolismo pela enzima fenilalanina hidroxilase (Figura 1).
Esta enzima requer ainda um cofator, a tetraidrobiopterina (BH4) (Nyhan, 1984). A
reacdo de hidroxilacdo envolve quantidades equimolares de fenilalanina, BH; e
oxigénio. A di-hidrobiopterina redutase (DHPR) é a enzima que catalisa a
regeneracdo do BH,4. Esta reacdo € dependente de NADH ou NADPH (Scriver e
Clow, 1980).

A fenilalanina € convertida, por descarboxilacdo e transaminacdo, a
metabdlitos. O bloqueio da rota principal do catabolismo da fenilalanina provoca
acumulo desta e de seus metabolitos (fenilpiruvato, fenilactato e fenilacetato) nos
tecidos dos pacientes (Scriver e Kaufman, 2001). Esses compostos sdo metabdlitos
normais, mas que estdo presentes em quantidades anormais nos pacientes
fenilcetonuricos (Knox, 1972; Nyhan, 1984). O catabolismo da fenilalanina esta

representado na figura 2.
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Figura 1. Reacéao de hidroxilacdo da fenilalanina hidroxilase (Scriver e Clow, 1980).
1.3 Causas de Hiperfenilalaninemias

Hiperfenilalaninemia (HPA) é definida por niveis plasmaticos de fenilalanina
acima de 120 pM. E uma condicdo clinica onde os niveis de fenilalanina est&o
anormais. Usualmente, a HPA ocorre devido a mutagcdes no gene que codifica a
enzima PHA. Mutacdes nos genes responsaveis pela sintese ou regeneracdo do
BH, , cofator da PHA, também podem ser responsaveis pelas HPA. PKU refere-se
especificamente a HPAs causadas por mutagdes no gene da enzima PHA (Scriver e

Kaufman, 2001).
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Figura 2. Catabolismo da fenilalanina (adaptado de Nyhan, 1984).
1.4 Manifestacdes Clinicas

Pacientes com fenilcetonuria apresentam 0s seguintes sintomas em maior ou
menor intensidade: atraso no desenvolvimento psicomotor, hiperatividade,
convulsdes, alteracbes cutaneas tais como eczema, distirbios de pigmentacéo,

dificuldade para andar e falar, comportamento agressivo, hipotonicidade muscular,



tremores, microcefalia, epilepsia, hipoplasia dentaria, descalcificacdo de 0ssos
longos, retardo do crescimento, anormalidades no eletroencefalograma (EEG)
(Jervis, 1947; Fois, Rosemberg e Gibb, 1955; Paine et al., 1957; Nyhan, 1979; Pietz
et al., 1993). Dentre as manifesta¢cdes neuropsiquiatricas da PKU, a mais importante

é o retardo mental (Nyhan, 1984).

1.5 Diagndéstico

Atualmente a identificacdo da PKU é realizada através da triagem neonatal
(Kohli et al., 2005; Clague e Thomas, 2002). A identificacdo dessa doenca,
antigamente realizada na urina dos pacientes suspeitos pelo teste do cloreto férrico,
foi substituida pelo teste de inibicdo bacteriana em uma amostra de sangue coletada
em papel filtro (Scriver e Kaufman, 2001), sendo que os testes confirmatérios para
PKU sdo métodos cromatograficos, fluorimétricos e enzimaticos (Clague e Thomas,
2002) e espectrometria de massa (Pollitt, 2006). O diagnostico pré-natal assume
grande importancia no manejo da doenca, ja que o dano neuroldgico, que pode ser
prevenido pela terapia, se instalado € irreversivel (Scriver e Kaufman, 2001; Kohli et
al., 2005). O diagnostico fetal para a deficiéncia da PHA é também factivel através

da analise de DNA (Scriver e Kaufman, 2001).

1.6 Tratamento



O tratamento da PKU consiste em uma dieta hipoprotéica, restrita em
fenilalanina e enriquecida em acidos graxos, 0 que permite melhorar o prognostico
dos pacientes em relacdo ao desenvolvimento neuropsicomotor (Santos et al., 2006;
Agostini et al., 2006; Scriver e Kaufman, 2001). Esta dieta deve ser suplementada
com uma formula de aminoacidos (isenta em fenilalanina), que contém os
aminoacidos essenciais ao desenvolvimento dos pacientes. Estudos tém
demonstrado que a suplementacdo da dieta com tetraidrobiopterina, o cofator da
enzima PHA, é eficiente na reducdo dos niveis plasmaticos de fenilalanina em
alguns casos (Santos et al., 2006; Trefz et al., 2005). Novas estratégias terapéuticas
vém sendo desenvolvidas, como a utilizacao via oral da enzima fenilalanina aménia-
liase, que degrada a fenilalanina no trato digestivo, evitando sua absorcao
(Sarkissian e Gamez, 2005). Outra terapia promissora € a reposicdo enzimatica,
utilizando enzimas recombinantes da PAH, via oral ou parenteral (Gamez et al.,
2004).

O grau de retardo mental esta diretamente relacionado aos niveis de
fenilalanina. Frequientes avaliacbes aconselham a manter 0s niveis sanguineos
abaixo de 0,3 mM (Scriver e Kaufman, 2001). Alguns estudos ja avaliaram a
concentracdo cerebral de fenilalanina, a qual, sugere-se, deva permanecer abaixo
de 0,25 mM (Moats et al., 2000; Weglage et al., 2000). No entanto, alguns autores
demonstraram, atraveés de imagem por ressonancia magneética e espectroscopia por
ressonancia magnética, que a correlacdo dos niveis sanglineos e cerebrais de

fenilalanina nem sempre € significativa (Moats et al., 2000; Koch et al., 2000).



O tratamento deve ser iniciado o mais cedo possivel, a fim de se evitar as
consequéncias neuropsiquiatricas da hiperfenilalaninemia (Zeman et al., 1996). Os
pacientes fenilcetonudricos precisam continuar a dieta através da sua vida adulta e,
considerando riscos, custo e beneficio, uma suplementacdo vitaminica parece ser

justificada (Hvas, Nexo e Nielsen, 2006).

1.7 Alteracdes Bioquimicas e Neuropatolégicas

Acredita-se que a hiperfenilalaninemia € acompanhada por uma reducdo nos
niveis cerebrais de tirosina e outros aminoacidos essenciais, causando um disturbio
no sistema de sintese protéica (Hommes, 1989) e alteracdes no processo de
mielinizacdo (Berger, Springer e Hommes, 1980). A inibicdo da captacdo de
aminoacidos neutros pelo tecido nervoso por competicAo na barreira hemato-
encefalica € um mecanismo que pode estar envolvido na toxicidade da fenilalanina
(Hommes, 1989; Pietz et al., 1999).

Exames post mortem realizados em cérebro de individuos fenilcetonudricos
revelaram reducdo no peso (Alvord et al., 1950), retracdo nas ramificacbes
dendriticas das células piramidais e reducdo de espinhas dendriticas no cortex
(Bauman e Kemper, 1982), alteracdes na substancia branca (Shah, Peterson e Mc
Kean, 1972) e menor quantidade de lipidios associados a mielina (Tourian e Sidbury,
1983). Estudos feitos com imagens obtidas através de ressonancia magnética
nuclear (RMN) confirmaram os achados neuropatologicos anteriores, tais como,

areas de vacuolizacdo ou desmielinizacdo da substancia branca (Shah, Weinberger



e Maravilla, 1990). Os niveis séricos da proteina S-100B, um marcador de lesées no
SNC, foram correlacionados positivamente com o0s niveis sanguineos de fenilalanina
em pacientes PKU (Schulpis, Kariyannis e Papassotiriou, 2004).

A reducéo de mielina € amplamente documentada em pacientes nao tratados
e em modelos animais da doenca (Shah, Peterson e Mc Kean, 1972; Berger,
Springer e Hommes, 1980; Hommes, Eller e Taylor, 1982; Taylor e Hommes, 1983).
Os exames de RNM tém demonstrado graves anormalidades compativeis com
desmielinizacdo nas areas parieto-occipital, frontal e sub-sortical (Weglage et al.,
2000). Além disso, verificou-se gliose e reducdo da arborizagcdo dendritica em
fenilcetonuricos (Scriver e Kaufman, 2001).

Em trabalhos anteriores, realizados em nosso grupo de pesquisa, foi utilizado
um modelo animal de hiperfenilalaninemia através da administracdo de fenilalanina e
a-metilfenilalanina, um inibidor da fenilalanina hidroxilase hepatica (Greengard, Yoss
e Delvalle, 1976). Ratos previamente tratados apresentaram uma reducdo na
atividade da Na',K'-ATPase de membrana plasmatica sinaptica (Wyse et al.,
1995a), aumento das atividades da piruvatoquinase (Wannmacher, 1995) e da ATP-
difosfoidrolase de sinaptossomas de cortex cerebral (Wyse et al., 1994). Por outro
lado, estudos in vitro demonstraram que a fenilalanina tem um efeito inibitorio sobre
a atividade destas duas ultimas enzimas, o que pode representar um aumento da
sintese destas ap0s o tratamento experimental em resposta a inibicdo de suas
atividades causada pela fenilalanina. Em 2001, Bedin e colaboradores
demonstraram que a atividade da Na',K'-ATPase também esta reduzida em

membrana de eritrocitos de pacientes PKU. Utilizando este mesmo modelo quimico



experimental, Costabeber e colaboradores (2003) demonstraram que a fenilalanina
inibe a atividade da enzima creatina quinase in vitro e reduz a atividade da enzima in
Vivo.

Rodrigues e colaboradores (1990) realizaram trabalhos in vitro demonstrando
que a fenilalanina inibe a captacédo de glicose no cérebro, o que pode ser devido a
inibicdo da piruvatoquinase pela fenilalanina. Outros estudos realizados em nosso
Grupo de Erros Inatos do Metabolismo demonstraram que a alanina, na presenca da
fenilalanina, foi capaz de reverter o efeito inibitorio da fenilalanina sobre a atividade
da enzima piruvatoquinase (Wannmacher, 1995; Feksa et al., 2002) e da Na",K'-
ATPase (Wyse et al., 1995h).

Wyse e colaboradores (1998 e 1999) demonstraram que, por competicao, a
alanina reverte o efeito inibitorio da fenilalanina e do fenilactato sobre a atividade da
Na*,K*-ATPase in vitro e in vivo. Sendo assim, pode-se concluir que provavelmente
ocorram alteracbes na atividade das enzimas estudadas em situacfes de
hiperfenilalaninemia, contribuindo para o desenvolvimento dos disturbios
neuroldgicos observados na PKU.

Foi demonstrada uma reducédo nas atividades da succinato desidrogenase
(SDH) e dos complexos | + Ill da cadeia respiratéria mitocondrial em cértex de ratos
hiperfenilalaninémicos, e uma reducao in vitro da atividade dos complexos | + Ill na
presenca da fenilalanina (Rech et al., 2002).

Avaliando a atividade da acetilcolinesterase (AChE) em membrana de

eritrocitos, Tsakiris e colaboradores (2002) concluiram que altos niveis sangtineos
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de fenilalanina inibem a AChE em pacientes com PKU, provavelmente resultando
em altas concentracdes de acetilcolina.

A administracéo do fenilpiruvato, um dos metabolitos acumulados na PKU, é
capaz de induzir necrose cerebral acompanhada de disfuncdo neurocomportamental
em camundongos recém-nascidos (Gazit et al., 2003).

A fenilalanina, em cultura de neurdnios, diminui a transmissdo sinaptica
glutamatérgica (Glushakov et al., 2003) através de competicdo pela ligacdo da
glicina nos receptores NMDA, atenuacdo da liberacdo de neurotransmissores e
competicdo pela ligagdo do glutamato nos receptores AMPA (Martynyuk et al.,

2005).

2. Radicais Livres

O termo radical livre refere-se a atomo ou molécula que contém numero impar
de elétrons em sua Ultima camada eletronica, conferindo-lhe alta reatividade
(Ferreira e Matsubara, 1997). Os radicais livres podem ser formados pela perda ou
pelo ganho de um elétron de um nao-radical (Halliwell e Gutteridge, 1999).

Nas reacOes em cadeia induzidas pelos radicais livres, um radical reativo leva
a formacao de um produto que também é um radical livre e que, por sua vez, reage
produzindo um terceiro radical. Tais reacfes podem ser divididas em reacfes de
iniciacdo, propagacao e de terminacao (Boveris, 1998).

Em condicbes fisioloégicas do metabolismo celular aerébio, o oxigénio

molecular sofre reducao tetravalente, com aceitacdo de quatro elétrons, resultando
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na formacao de agua. Durante esse processo sao formados intermediarios reativos,
como os radicais superoxido (O,7), hidroperoxila (HO2") e hidroxila (OH"), e o
peréxido de hidrogénio (H,O,), em pequenas quantidades na mitocdndria (cadeia
respiratdria) (Cohen, 1989).

O termo genérico espécies reativas de oxigénio (ERO) é usado para incluir
ndo s6 os radicais livres, mas também alguns ndo-radicais derivados do oxigénio,
como o perdxido de hidrogénio (H»0;), o acido hipocloroso (HOCI) e o ozénio (O3)
(Halliwell e Gutteridge, 1999).

As espécies reativas de oxigénio, que incluem radicais e alguns ndo-radicais
derivados do O,, estdo presentes tanto em processos fisioldgicos normais quanto
patolégicos do organismo, mas mecanismos eficientes para sua destoxificacdo se
desenvolvem naturalmente. Apenas um desequilibrio entre os sistemas de producao
e os de remocdo dessas espécies € que pode resultar em consequéncias
patolégicas (Bergendi et al., 1999).

Essas espécies altamente reativas tém o potencial de oxidar moléculas como

proteinas, lipidios e DNA (Halliwell e Whiteman, 2004).

2.1 Lipoperoxidacao

Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a acdo das ERO, porém a
membrana € um dos mais atingidos em decorréncia da peroxidagdo lipidica, que
acarreta alteragbes na estrutura e na permeabilidade das membranas celulares.

Consequentemente, ha perda da seletividade na troca ibnica e liberacdo do
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conteudo de organelas, como as enzimas hidroliticas dos lissosomas, e a formacéo
de produtos citotoxicos (como o malondialdeido), culminando com a morte celular. A
lipoperoxidacdo também pode estar associada aos mecanismos de envelhecimento,
de cancer e a exarcebacédo da toxicidade de xenobioticos. Assim como na formacéo
das ERO, nem sempre 0s processos de lipoperoxidacdo sao prejudiciais, pois seus
produtos sdo importantes na reacdo em cascata a partir do acido araquidénico
(formacdo de prostaglandinas) e, portanto, na resposta inflamatoria. Todavia, o
excesso desses produtos pode ser lesivo (Ferreira e Matsubara, 1997).

A lipoperoxidacdo é representada pelas etapas de iniciagdo, propagacao e
terminacédo (Figura 3) (Halliwell e Gutteridge, 1999), podendo ser catalisada por ions
ferro, por conversdo de hidroxidos lipidicos (LOOH) em radicais altamente reativos

capazes de iniciar nova cadeia de reacfes, denominada ramificacao.

LH + OH" (ou LO) — > L + H,O (ouLOH) Iniciacdo

L+ O —> LOO’ Propagacéao

LH + LOO’ —————> L° + LOOH Propagacéao
LOO™ + L ——* LOOL Terminacao
LOO" + LOO’ —————* LOOL + O, Terminacéo

Figura 3. ReacOes de iniciacdo, propagacdo e terminacdo da lipoperoxidacgao.

Adaptado de Ferreira e Matsubara (1997).

2.2 Defesas Antioxidantes
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Os seres vivos dispdem de mecanismos protetores para retardar e/ou
prevenir o acumulo de espécies reativas e seus efeitos deletérios. Os sistemas de
defesa podem ser enzimaticos ou ndo, e conservam a harmonia entre a producao
fisiolégica de ERO e sua destoxificacdo (Halliwell e Gutteridge, 1999; Behl e
Moosmann, 2002).

Embora diferindo de tecido para tecido em sua composicdo, as defesas

antioxidantes compreendem:

. enzimas antioxidantes: superoxido dismutase, catalase e glutationa
peroxidase.
. defesas ndo—enzimaticas: antioxidantes lipofilicos (tocoferois, carotendides e

bioflavondides) e hidrofilicos (glutationa, acido ascérbico, inddis e catecois) (Halliwell

e Gutteridge, 1999).

Enzimas antioxidantes
* Superéxido Dismutase (SOD)

A SOD catalisa a reacdo de dismutacdo de dois radicais superéxido a
peréxido de hidrogénio e oxigénio (Figura 4) e € chamada de defesa primaria contra
0 estresse oxidativo, ja que o radical superoxido é um forte iniciador de reacdes em
cadeia (Marks, Marks e Smith, 1996). O peroxido de hidrogénio formado € menos
reativo que o radical superoxido e é degradado posteriormente por outros sistemas,
como a catalase e glutationa peroxidase (Fridovich, 1975).

Existem trés formas de SOD com diferentes grupos prostéticos em sua

composicdo. A forma SOD cobre-zinco esta presente principalmente no citosol em
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praticamente todas as células eucaridticas, a SOD manganés na matriz mitocondrial,
enquanto a SOD ferro em plantas e bactérias (Mc Cord e Fridovich, 1969; Fridovich,

1975).

SOD
02.- + 02.-+ 2H" O, + H,0O,

Figura 4 . Dismutacao do radical superoxido pela SOD.

» Catalase (CAT)
A CAT é uma hemeproteina que catalisa a dismutacdo do peréxido de
hidrogénio a agua e oxigénio (Figura 5) (Ferreira e Matsubara, 1997). Ela esta
localizada principalmente no peroxissoma e em menor quantidade no citosol e na

fracdo mitocondrial da célula (Marks, Marks e Smith, 1996).

CAT
2 HzOz — > 2 Hzo + O2

Figura 5. Decomposicao do peroxido de hidrogénio pela CAT.

* Glutationa Peroxidase (GSH-Px)
A GSH-Px catalisa a decomposi¢cdo do peréxido de hidrogénio e peroxidos
organicos para seus alcoois correspondentes (Figura 6) (Ferreira e Matsubara,
1997). O grupo sulfidrila da glutationa reduzida (GSH) atua como doador de elétrons

e é oxidado para a forma glutationa oxidada (GSSG). Ha dois tipos de glutationa
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peroxidase: uma requer seleniocisteina (Prohaska et al., 1977) como cofator,
podendo ser encontrada no citosol e na mitocondria, e outra que é independente de
selénio e localiza-se no citosol (Marks, Marks e Smith,1996).

A GSH-Px atua acoplada a enzima glutationa redutase (GR), que catalisa a
reducdo de GSSG. Esta reducao requer NADPH como coenzima (Figura 7) (Marks,

Marks e Smith,1996).

GSH-Px
2GSH +H,0, —» GSSG +2H,0
Figura 6 . Decomposicdo de peroxido de hidrogénio, ou outros lipoperoxidos, pela

GSH-Px (Marks, Marks e Smith,1996).

GR
GSSG + NADPH + HY ——> 2GSH + NADP’

Figura 7. Reducéo da GSSG pela GR (Marks, Marks e Smith,1996).

Defesas Antioxidantes Nao-Enzimaticas
e Glutationa
A glutationa reduzida (GSH) é um tripeptidio sintetizado a partir de
L-glutamato, L-cisteina e glicina (Sies, 1999). A capacidade redutora da GSH é
determinada pela presenca do grupamento tiolico (-SH) da cisteina. Na maioria das
células, a GSH é encontrada em elevadas concentragdes (mM) no meio intracelular

e atua como transportadora e reservatorio de cisteina, além de participar da
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destoxificacdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e produtos de
lipoperoxidacdo. A GSH também é requerida para a sintese de DNA, proteinas e
algumas prostaglandinas (Halliwell e Gutteridge, 1999) e tem papel na transducéao
de sinal, na expressao génica e na apoptose (Sies, 1999).

Apesar de citar os demais antioxidantes nao-enzimaticos, estes nao seréao

detalhados, visto que ndo foram abordados neste estudo.

2.3 Estresse Oxidativo

Em situacdes normais (organismos sadios), a producdo de espécies ativas
de oxigénio e de nitrogénio, além de outros oxidantes, € aproximadamente
balanceada pelos sistemas de defesa de antioxidantes do organismo.

Estresse oxidativo refere-se a inadequada oxidacdo de biomoléculas
levando a um dano celular, através das espécies reativas (Behl e Moosmann, 2002),
ou seja, ocorre uma situacao de desequilibrio entre a producdo de oxidantes e as
defesas antioxidantes (Halliwell e Whiteman, 2004; Salvador e Henriques, 2004).

O dano biomolecular pode ser causado pelo atague direto de espécies
reativas durante o estresse oxidativo, o qual pode ter como consequéncias:
adaptacdo das células por up-regulation, injaria celular ou morte celular por
apoptose ou necrose (Halliwell e Whiteman, 2004).

As consequéncias danosas do estresse oxidativo tém sido envolvidas em uma
variedade de doencas humanas, incluindo arteriosclerose e desordens do sistema

nervoso. O sistema nervoso parece ser especialmente sensivel a oxidacdo. Dano
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oxidativo em células nervosas tem sido encontrado em um grande numero de
desordens neurodegenerativas (Behl e Moosmann, 2002).

Todos os organismos aerobios estdo expostos ao dano oxidativo, sendo que
o tecido nervoso é mais suscetivel, em comparacao a outros tecidos, devido ao alto
consumo de oxigénio pelo cérebro humano (Halliwell e Gutteridge, 1999), a grande
quantidade de lipidios insaturados na sua composicao, deficiéncia em mecanismos
de protecdo contra as ERO e concentracfes elevadas de ferro que favorecem a
lipoperoxidacdo em determinadas areas cerebrais. Além disso, a morte celular ou a
alteracdo do gradiente ibnico normal podem aumentar enormemente a liberacéo de
glutamato, levando ao aumento excessivo de Ca®" livre intracelular e Na* em
neurdnios adjacentes resultando em alta producdo de NO' e ERO (Reznick e

Packer, 1993).

2.3.1 Estresse Oxidativo e Fenilcetondria

O estresse oxidativo tem sido sugerido como um participante na fisiopatologia
de alguns erros inatos do metabolismo devido ao acumulo de metabdlitos téxicos
que podem levar a excessiva producdo de radicais livres e/ou a diminuicdo das
defesas antioxidantes (Wajner et al.,, 2004). Além disso, a terapia de dietas
restritivas também pode alterar o status antioxidante dos pacientes.

Alguns estudos mostraram que pacientes com PKU sob dieta restrita em
fenilalanina apresentavam baixos niveis de selénio eritrocitario e baixa atividade da

GSH-Px sem apresentar sintomas sugestivos de deficiéncia de selénio (Wilke et al.,



18

1992; Lombeck, Jochum e Terwolbeck, 1996). Wilke e colaboradores (1992) também
demonstraram que essas deficiéncias estdo associadas com aumento da
lipoperoxidacdo, através da avaliacdo de produtos como o malondialdeido no
plasma. Foi demonstrado posteriormente que mesmo ap0s a suplementacdo com
selénio, oligoelementos e vitaminas, criancas com PKU ou com hiperfenilalaninemia
leve continuaram apresentando deficiéncia da atividade da GSH-Px. Disturbios
neuroldgicos foram mais freqientemente observados em pacientes com PKU com
baixa atividade da GSH-Px do que em pacientes com atividade normal da enzima
(Sierra et al., 1998).

Artuch e colaboradores (2004) investigando trés fatores do sistema
antioxidante em relacdo ao dano oxidativo em pacientes PKU (selénio, ubiquinona-
10 (Q10) e atividades de enzimas antioxidantes) concluiram que o status de selénio
nao é afetado em pacientes sob dieta. Os autores concluiram também que 0s niveis
de Q10 tendem a diminuir com a idade do paciente e que a atividade da enzima
catalase foi negativamente associada aos niveis plasmaticos de fenilalanina.

Longhi e colaboradores (1987) confirmaram observacdes prévias de como a
deficiéncia de micronutrientes pode ser prejudicial e como é alto o risco dessa
deficiéncia em pacientes fenilcetonuricos. Recentemente, Gropper e colaboradores
(2004) demonstraram que a hiperfenilalaninemia altera o metabolismo do ferro,
cobre e zinco em ratos com PKU.

Em 1997, Moyano e colaboradores demonstraram a extensdo do dano
oxidativo causado por varios erros inatos do metabolismo através da medida de

tocoferol. Os niveis deste antioxidante foram especialmente baixos em pacientes
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com erros inatos do metabolismo energético néo tratados. Adolescentes que
abandonaram o tratamento apresentaram niveis de tocoferol no limite minimo da
taxa normal e apOs o tratamento com este antioxidante a deficiéncia foi corrigida nas
doencas estudadas sendo, entdo, recomendado o0 uso deste antioxidante
monitorado bioquimicamente.

Martinez-Cruz e colaboradores (2002) demonstraram um aumento de alguns
marcadores de estresse oxidativo e uma inducéo significativa de dano morfolégico
em cérebro e cerebelo de filhotes de ratos fenilcetonuricos. Além disso,
demonstraram que melatonina e outros antioxidantes sdo capazes de reverter
completamente o dano induzido pela PKU nestes animais.

Em trabalho realizado pelo nosso grupo foi demonstrado que a fenilalanina
aumenta a quimiluminescéncia e reduz o potencial antioxidante total do tecido in
vitro e in vivo. Além disso, também verificou-se que a fenilalanina inibe a atividade
da enzima catalase in vitro e in vivo e reduz a atividade da GSH-Px in vivo (Hagen et
al., 2002). Estes sao fortes indicios de que o estresse oxidativo faz parte da
neuropatologia da PKU.

Colome e colaboradores (2002) demonstraram que a concentracdo de Q10
estd diminuida em linfocitos de pacientes fenilcetondricos e, que esta deficiéncia
esta associada a alta concentracédo plasmatica de fenilalanina. Posteriormente, este
mesmo grupo avaliou a relacdo entre a baixa concentracao sérica de Q10 e outros
antioxidantes lipofilicos, concluindo que a lipoperoxidacéo parece estar envolvida na

doenca (Colome et al., 2003).
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Em estudo recente de pacientes fenilcetonudricos, foi demonstrado, através da
avaliacdo de parametros de estresse oxidativo em eritrécitos e plasma, que estes
pacientes apresentam estimulacdo da lipoperoxidacédo, deficiéncia na capacidade
antioxidante e diminuicdo da atividade da GSH-Px (Sirtori et al., 2005; Sitta et al.,
2006), além de um aumento da producdo de espécies reativas (Sirtori et al., 2005).
Também em 2005, Schulpis e colaboradores demonstraram que uma alta
concentragdo de fenilalanina e uma diminuicdo no status antioxidante total
plasmatico de pacientes com uma “dieta frouxa” pode induzir a oxidacdo de DNA,
evidenciada pela medida dos altos niveis de 8-hidréxi-2-deoxiguanosina, a qual pode

ser utilizada como marcador de aumento de risco de processos neurodegenerativos.
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[I. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi estudar o efeito dos metabolitos da fenilalanina,
acido fenilpiravico, acido fenilactico e acido fenilacético, sobre alguns parametros de
estresse oxidativo em homogeneizados de cérebro de ratos Wistar jovens, a fim de
melhor compreender a etiopatogenia dos sintomas neurologicos dessa doenca. Para

tanto, o efeito in vitro destes acidos foi investigado sobre os seguintes parametros:

e Quimiluminescéncia

» Substancias reativas ao acido tiobarbitarico

* Potencial antioxidante total

* Reatividade antioxidante total

* Medida de ti6is totais

* Medida do contetdo de grupos carbonilas

» Conteudo de glutationa

» Conteudo de 2, 7’ diclorofluoresceina

 Defesas antioxidantes enzimaticas (superoxido dismutase, catalase e

glutationa peroxidase).
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lll. MATERIAIS E METODOS

1. Animais e Reagentes

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados aproximadamente 200
ratos Wistar de sete dias de vida, nascidos e criados no Departamento de
Bioquimica do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da UFRGS. As matrizes
tinham livre acesso a agua e a racado comercial padrdao (Germani, Porto Alegre, RS,
Brasil), contendo 20,5 % de proteinas (predominantemente de semente de soja), 54
% de carboidratos, 4,5 % de fibras, 4 % de lipidios, 7 % de cinzas e 10 % de
umidade. A temperatura da sala onde os ratos permaneciam até o dia de seu
sacrificio era mantida em 24+1°C, com um ciclo de claro-escuro de 12-12 horas. Os
“Principios de Cuidados aos Animais de Laboratorio” (publicagdo do NIH n°® 85-23,
revisado em 1985) foram seguidos em todos os experimentos.

Todos os reagentes foram obtidos de Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,

USA.

2. Preparacéao do tecido

Nos dias dos experimentos, os ratos foram sacrificados por decapitagdo, sem
anestesia, sendo seus cérebros imediatamente removidos, descartando-se o
cerebelo, bulbos olfatorios, ponte e medula. Os cérebros foram entdo pesados e
mantidos no gelo até serem homogeneizados em tampdo de homogeneizacao

(tampéo fosfato de sédio 20 mM com KCL 140 mM, pH 7,4). Em seguida, o
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homogeneizado foi centrifugado a 1000g por 10 minutos a 4°C, sendo o

sobrenadante usado para a medida dos parametros de estresse oxidativo.

3. Incubacéo do homogeneizado

Os homogeneizados foram incubados por 1 hora a 37°C na presenca de 0,1,
0,4 ou 1,2 mM de &acido fenilpiravico, acido fenilactico ou acido fenilacético. Os
controles foram incubados apenas com tampéo de homogeneizacédo. Para a medida

das atividades enzimaticas ndo houve incubacao prévia.

4. Quimiluminescéncia

Avalia a luz emitida pelo oxigénio singlet e carbonilas excitadas. A medida foi
realizada em uma sala escura, de acordo com o método de Lissi e colaboradores
(1986). Para a medida da quimiluminescéncia, uma aliquota de 3,5 mL do tampéao
de homogeneizacao foi adicionado a um frasco de cintilagdo para a contagem de
quimiluminescéncia basal, durante 5 minutos. Apés, a este mesmo frasco foram
acrescentados 0,5 mL de homogeneizado, apds incubacédo, efetuando-se a
contagem da quimiluminescéncia, durante 10 minutos, a temperatura ambiente. Os
resultados foram expressos em termos de contagens por segundo por mg de

proteina (cps/mg de proteina).

5. Substéancias reativas ao &cido tiobarbiturico (TBA-RS)
A medida das TBA-RS foi realizada de acordo com o método de Esterbauer e

Cheeseman (1990). Apés a incubacdo do homogeneizado, 150 pL deste foram
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adicionados a 300 pL de acido tricloroacético 10 % (TCA) e centrifugado a 300g por
10 min. Trezentos pL do sobrenadante foi transferido para um tubo Pyrex e incubado
com 300 pL de éacido tiobarbitdrico (TBA) 0.67 % em sulfato de sodio 7,1 %, em
banho fervente por 25 min. A mistura foi esfriada em &gua gelada por 5 min.
Durante o aquecimento é formado um composto rosa, que foi medido
espectofotometricamente a 532 nm. Esta coloragédo é proporcional a quantidade de
malondialdeido formado. Uma curva de calibracdo foi feita, utlizando 1,1,3,3-
tetrametoxipropano como padrdo. TBA-RS foi calculado como nmol TBA-RS/mg

proteina.

6. Potencial antioxidante total (TRAP)

Representa a capacidade antioxidante total do tecido, sendo esta
determinada através da medida da intensidade de quimiluminescéncia do luminol
induzida pela adicdo de 2,2-azo-bis-(2-aminopropano) (ABAP) a temperatura
ambiente (Lissi, Pascual e Del castilho, 1992; Evelson et al., 2001). O TRAP traduz,
assim, a capacidade do tecido em resistir ao estresse oxidativo pela adicdo de uma
fonte de radicais livres (ABAP) ao sistema. A quimiluminescéncia inicial foi obtida
pela adicdo de 3 mL de ABAP 10 mM, dissolvidos em tamp&o fosfato de sodio 50
mM pH 7,4, e 10 pL de luminol (5,6 mM) em um frasco de cintilacdo. Foram entdo
acrescentados 10 pL de Trolox 160 puM (Vitamina E hidrossoltvel) ou de
sobrenadante de amostra, e a quimiluminescéncia foi medida até atingir os valores
iniciais. O tempo necessario para que a quimiluminescéncia volte aos valores iniciais

€ diretamente proporcional a capacidade antioxidante do tecido. O potencial
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antioxidante das amostras foi calculado em relacdo ao potencial antioxidante medido

do trolox, sendo os resultados expressos em nmol de Trolox/mg de proteina.

7. Reatividade antioxidante total (TAR)

O TAR foi determinado pela medida da intensidade da quimiluminescéncia do
luminol, induzida pelo ABAP, de acordo com o método de Lissi e colaboradores
(1995). A gquimiluminescéncia foi medida pela adicdo de 4 mL de ABAP 2 mM,
preparados em tampéao glicina 0,1 mM pH 8,6 e 15 pL de luminol (4 mM) em um
frasco de cintilacdo. Esta foi considerada a leitura basal. Apés 10 pL de Trolox
20 uM ou sobrenadante de amostra foram adicionados e a quimiluminescéncia foi
lida durante 60 segundos. A rapida reducdo da intensidade do Iluminol foi
considerada a medida da capacidade do TAR. Os resultados foram expressos em

nmol de Trolox/mg de proteina.

8. Medida de tidis totais

Este parametro foi realizado de acordo com o método de Aksenov e
Markesbery (2001). A oxidacdo dos tidis livres da amostra leva a formacdo de
pontes dissulfeto; o acido ditionitrobenzéico (DTNB), reagente de cor, € reduzido
pelos tidis ndo oxidados, gerando um derivado amarelo (TNB), lido
espectofotometricamente a 412 nm. Com isso 0 método determina os tidis totais da

amostra. Os resultados foram expressos em nmol de TNB/mg de proteina.

9. Medida do conteudo de grupos carbonila
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Esta medida foi realizada de acordo com o método de Reznick e Packer
(1994). As proteinas modificadas oxidativamente expfem grupos carbonila nos
residuos de seus aminoacidos, sendo este entdo um marcador de modificacdo
oxidativa em proteinas. O método baseia-se na reacao dos grupos carbonilas com
dinitrofenil hidrazina (DNPH) em banho-maria de 60° C, formando uma dinitrofenil
hidrazona correspondente, lida em espectrofotobmetro a 370 nm. Os resultados foram

expressos em conteudo de carbonila/mg de proteina.

10. Conteudo de GSH

E um método fluorimétrico para determinacdo do conteldo de GSH da
amostra (Browne e Armstrong, 1998), o qual utiliza o-ftaldialdeido (OPT) como
fluoréforo. Para a curva padrao utilizou-se GSH purificado e acido metafosférico. As
leituras foram feitas em 350 nm e, os resultados foram expressos em mg de

GSH/mg de proteina.

11. Conteudo de 2’, 7’ diclorofluoresceina (DCF)

O conteudo de DCF foi medido no homogeneizado, apds incubagédo, como um
meio de estimar a formacdo de espécies reativas (Oyama et al., 1994). DCFH-DA
atravessa a membrana das células, onde é desacetilado a DCFH que, entdo, é
oxidado por espécies reativas intracelulares formando um composto de alta
fluorescéncia, o DCF. Para o célculo dos resultados foi feita uma curva padrdo com

DCF, estes foram expressos em umol de DCF/mg de proteina.
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12. Medida da atividade da enzima Superdxido Dismutase (SOD)

Para a medida da atividade da SOD foi utilizado o homogeneizado, sem
prévia incubacédo, de acordo com o método de Marklund (1985). O método baseia-se
na capacidade de auto-oxidacdo do pirogalol, um processo altamente dependente
de O,. A inibicdo da auto-oxidacdo deste composto ocorre na presenca da SOD e a
atividade pode ser medida indiretamente em espectrofotometro de feixe duplo e
temperatura controlada a 420 nm. A curva de calibracao foi feita com SOD purificada
como padrao, a fim de calcular a atividade da SOD presente nas amostras. Os
resultados foram expressos em unidades de SOD/mg de proteina. Uma unidade de

SOD é definida como 50% de inibicdo da auto-oxidacao do pirogalol.

13. Medida da atividade da enzima Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi medida de acordo com o método de Aebi (1984), que
se baseia no desaparecimento do H,O, a 240 nm em um meio de reagcao contendo
20 mM de H;0,, 0,1 % de Triton X-100 e tampéo fosfato de potassio 10 mM, pH 7,0.
Para esta medida o homogeneizado nao foi incubado e imediatamente foi feita a
leitura, em espectrofotdmetro de feixe duplo e temperatura controlada a 240 nm.
Uma unidade é definida como 1 pmol de perdxido de hidrogénio consumido por

minuto, sendo a atividade especifica expressa como unidades por mg de proteina.

14. Medida da atividade da enzima Glutationa Peroxidase (GSH-Px)
A atividade da GSH-Px foi medida de acordo com o método de Wendel

(1981), utilizando o homogeneizado, sem prévia incubacdo. O desaparecimento do
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NADPH foi monitorado a 340 nm em espectrofotometro de feixe duplo e temperatura
controlada. O meio continha glutationa 2 mM, glutationa redutase 0,15 U/mL, azida
0,4 mM, terc-butil-hidroperoxido 0,5 mM e NADPH 0,1 mM. Uma unidade de GSH-Px
é definida como um pmol de NADPH consumido por minuto e a atividade especifica

é representada em unidades/mg de proteina.

15. Determinacao de proteinas
A concentracao de proteinas foi determinada no homogeneizado, pelo método

de Lowry e colaboradores (1951) utilizando albumina bovina como padréao.

16. Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada pela analise de varidncia de uma-via
(ANOVA), seguida pelo teste de Duncan para multipla compara¢do quando o valor
de F foi significativo. A andlise de regresséao linear foi feita para verificar efeitos de
dose-dependéncia. Todas as andlises foram realizadas através do software
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS). As diferencas foram
consideradas significativas quando p<0,05. Todos os resultados foram expressos em

média + desvio padrao (DP).
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IV. RESULTADOS

Inicialmente avaliamos o efeito in vitro dos metabdlitos da fenilalanina sobre
parametros de lipoperoxidacdo. A figura 8 mostra o efeito dos acidos fenilpiravico,
fenilactico e fenilacético sobre a quimiluminescéncia. Pode-se observar que houve
um aumento significativo da quimiluminescéncia nas concentraces de 0,4 e 1,2 mM
de acido fenilpiravico, de maneira dose-dependente [F(3,20)=16,99; p<0,01, n=6]
[beta=0,66; p<0,001] e na concentragdo de 1,2 mM de &acido fenilactico
[F(3,16)=3,36; p<0,05, n=5], enquanto que o acido fenilacético ndo alterou este
parametro [F(3,20)=0,52; p>0,05, n=6]. Em adicdo, houve também um aumento
significativo nas mesmas concentragcbes do acido fenilpirdvico [F(3,12)=29,47;
p<0,01, n=4] de maneira dose-dependente [beta=0,82; p<0,001], em 1,2 mM do
acido fenilactico [F(3,20)=3,24; p<0,05, n=6] e em 1,2 mM do &cido fenilacético
[F(3,12)=5,86; p<0,05, n=4] sobre a medida das substancias reativas ao acido
tiobarbittrico (TBA-RS) (figura 9). Estes resultados sugerem que estes metabdlitos
estimulam in vitro a lipoperoxidacdo em homogeneizado de cérebro de ratos.

Apés, nos avaliamos o efeito in vitro dos metabdlitos em cérebro total de ratos
jovens sobre o TRAP e o TAR, que avaliam a quantidade e a reatividade de
antioxidantes nao-enzimaticos, respectivamente, presentes na amostra. A figura 10
mostra que o TRAP foi significativamente reduzido na presenca de 0,4 e 1,2 mM de
acido fenilpiravico [F(3,24)=19,63; p<0,01, n=7], de maneira dose-dependente
[beta=-0,65; p<0,001]. Esta figura também mostra que o TRAP foi significativamente

reduzido na concentracdo de 1,2 mM de acido fenilactico [F(3,20)=3,71; p<0,05, n=6]
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Figura 8: Efeito in vitro do Acido fenilpiravico (A), Acido fenilactico (B) e Acido fenilacético (C) sobre a
guimiluminescéncia em cérebro de ratos jovens. Resultados expressos em média + DP [n=6 (A,C),

n=5 (B)]. *p<0,05, diferenca em relagcdo ao controle (Teste de Duncan). ptn = proteina.

e nao sofreu alteracdo na presenca do acido fenilacético [F(3,20)=0,39; p>0,05,
n=6]. A figura 11 mostra que o acido fenilpiravico [F(3,24)=2,70; p>0,05, n=7], acido
fenilactico [F(3,20)=2,09; p>0,05, n=6] e o acido fenilacético [F(3,20)=2,44; p>0,05;
n=6] ndo alteraram o TAR. Esses resultados indicam que os acidos fenilpiravico e
fenilactico alteram a capacidade antioxidante total do tecido por alterar suas defesas

antioxidantes, analisada através da medida do TRAP.
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Duncan). Ptn = proteina.
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proteina.
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Investigamos também o contetdo de tidis totais no homogeneizado de
cérebro de ratos jovens. A figura 12 mostra que os metabdlitos da fenilalanina, acido
fenilpiravico [F(3,12)=0,32; p>0,05, n=4], acido fenilactico [F(3,20)=2,65; p>0,05,
n=6] e o acido fenilacético [F(3,16)=0,82; p>0,05, n=5] ndo alteram este parametro.
Ja na figura 13, observamos que 0,4 mM e 1,2 mM do acido fenilpiravico alteram o
conteudo de grupos carbonila do tecido [F(3,20)=125,35; p<0,001, n=6], de maneira

dose-dependente [beta=0,92; p<0,001], o que sugere que este acido acarreta um
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dano oxidativo as proteinas da amostra. Na figura 13 também se observa que os
acidos fenilactico [F(3,24)=1,16; p>0,05, n=7] e fenilacético [F(3,24)=1,88; p>0,05,

n=7] ndo alteraram o conteudo de grupos carbonila em homogeneizado.
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Figura 12: Efeito in vitro do Acido fenilpiravico (A), Acido fenilactico (B) e Acido fenilacético (C) sobre
a medida de tiois totais em cérebro de ratos jovens. Resultados expressos em média + DP [n=4 (A),
n=6 (B), n=5 (C)]. Ndo houve diferenca significativa entre os grupos (ANOVA). ptn= proteina.
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[n=6 (A), n=7 (B,C)]. **p<0,01, diferencas em relacédo ao controle (Teste de Duncan). ptn= proteina.

Na figura 14 pode-se observar a medida do conteldo de GSH presente na
amostra. O 4&cido fenilpirGvico reduziu este pardmetro significativamente na
concentracéo de 1,2 mM [F(3,16)=4,36; p<0,05, n=5], assim como 0,4 e 1,2 mM do
acido fenilactico [F(3,12)=22,14; p<0,01, n=4], o qual demonstrou efeito de dose-
dependéncia [beta=-0,78; p<0,001], enquanto que o acido fenilacético ndo alterou o
conteudo de GSH da amostra [F(3,12)=2,85; p>0,05, n=4]. Estes resultados indicam

gue os acidos fenilpiravico e fenilactico reduzem a quantidade de GSH presente na
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amostra, indicando que os mesmos interferem em um importante antioxidante do

tecido.
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Figura 14: Efeito in vitro do Acido fenilpiravico (A), Acido fenilactico (B) e Acido fenilacético (C) sobre
o contetdo de GSH em cérebro de ratos jovens. Resultados expressos em média + DP [n=5 (A), n=4

(B,C)]. * p<0,05, diferencas em relacéo ao controle (Teste de Duncan). ptn= proteina.

Apébs analisamos o conteudo de 2’, 7’ diclorofluoresceina (DCF), o qual € um
meio de estimar a formacdo de espécies reativas de oxigénio. A figura 15 mostra
gue os acidos fenilpiravico [F(3,28)=0,47; p>0,05, n=8] e fenilactico [F(3,12)=1,72;
p>0,05, n=4] ndo alteram esta dosagem, enquanto que o 1,2 mM do acido

fenilacético aumenta o contetdo de DCF [F(3,24)=3,69; p<0,05, n=7]. Este resultado
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indica que o acido fenilacético aumenta o contetdo de DCF em homogeneizado de

cérebro total de ratos jovens, demonstrando que este acido induz um aumento nas

espécies reativas de oxigénio.
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Figura 15: Efeito in vitro do Acido fenilpiravico (A), Acido fenilactico (B) e Acido fenilacético (C) sobre
o contetdo de 2',7’ diclorofluoresceina (DCF) em cérebro de ratos jovens. Resultados expressos em

média £ DP [n=8 (A), n=4 (B), n=7 (C)]. *p<0,05, diferenca em relacdo ao controle (Teste de Duncan).
ptn= proteina.
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Finalmente, a atividade das enzimas antioxidantes CAT, SOD e GSH-Px foi
medida na presenca de 0,1, 0,4 e 1,2 mM de acido fenilpiravico, acido fenilactico e
acido fenilacético. Todos os acidos testados reduziram a atividade da enzima
catalase em homogeneizado de cérebro de ratos (figura 16): acido fenilpiravico
[F(3,12)=10,83; p<0,01, n=4], acido fenilactico [F(3,12)=11,56; p<0,01, n=4] e acido
fenilacético [F(3,12)=17,49; p<0,01, n=4]. A figura 17 mostra a atividade da enzima
superéxido dismutase, a qual ndo foi alterada pelos acidos fenilpiravico
[F(3,28)=0,17; p>0,05, n=8], fenilactico [F(3,28)=1,12; p>0,05, n=8] e fenilacético
[F(3,28)=1,47; p>0,05, n=8]. Assim como a atividade da CAT, todos os acidos
testados reduziram a atividade da glutationa peroxidase (figura 18), sendo esta
reducdo dose-dependente: acido fenilpirdvico [F(3,28)=49,46; p<0,01, n=8]
[beta=-0,78; p<0,001], acido fenilactico [F(3,28)=32,84; p<0,01, n=8] [beta=-0,72;
p<0,001] e acido fenilacético [F(3,24)=41,02; p<0,01, n=8] [beta=-0,78; p<0,001].
Estes resultados indicam que estes metabdlitos podem afetar diretamente a
atividade das enzimas antioxidantes CAT e GSH-Px, enquanto que nao afetam

diretamente a atividade da SOD.
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Figura 16: Efeito in vitro do Acido fenilpiravico (A), Acido fenilactico (B) e Acido fenilacético (C) sobre
a atividade da enzima antioxidante catalase (CAT) em cérebro de ratos jovens. Resultados expressos

em média £DP [n=4 (A), n=8 (B, C)]. **p<0,01, diferenca em relacdo ao controle (Teste de Duncan).

Uma unidade de CAT é definida como um pmol de H,O, consumido por minuto.
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Figura 17: Efeito in vitro do Acido fenilpiravico (A), Acido fenilactico (B) e Acido fenilacético (C) sobre
a atividade da enzima antioxidante superéxido dismutase (SOD) em cérebro de ratos jovens.
Resultados expressos em média + DP [n=4 (A), n=8 (B, C)]. Nao houve diferenca significativa entre

0s grupos (ANOVA). Uma unidade de SOD é definida como 50 % de inibicdo da auto-oxidacdo do

pirogalol.
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Resultados expressos em média + DP [n=4 (A), n=8 (B, C)]. **p<0,01, diferenga em relacdo ao

controle (Teste de Duncan). Uma unidade de GSH-Px é definida como um pmol de NADPH

consumido por minuto.
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V. DISCUSSAO

A PKU é um erro inato do metabolismo caracterizado bioquimicamente pela
deficiéncia severa da atividade da enzima PHA, o que promove o0 bloqueio da
hidroxilagdo da fenilalanina a tirosina no primeiro passo de seu catabolismo (Figura
1) (Scriver e Kaufman, 2001). Sendo assim, ocorre um aumento nos niveis desse
aminoéacido (podendo alcancar niveis séricos de 1 a 3 mM) e de seus metabdlitos,
acido fenilpiravico, acido fenilactico e acido fenilacético nos tecidos dos pacientes
(Scriver e Kaufman, 2001). Esses metabdlitos sGo compostos normais, mas que
estdo presentes em quantidades anormais nos pacientes fenilcetonaricos (Knox,
1972; Nyhan, 1984). Pacientes com PKU apresentam inimeros sintomas em maior
ou menor intensidade, sendo que, dentre as manifestacdes neuropsiquiatricas
(caracteristica nos pacientes fenilcetonuricos), a mais importante é o retardo mental
(Nyhan, 1984). Atualmente, o diagndstico da PKU é amplamente realizado através
da triagem neonatal (Kohli et al., 2005; Clague e Thomas, 2002). Isto assume
grande importancia no manejo da doenca, ja que o dano neuroldgico, que pode ser
prevenido pela terapia, se instalado € irreversivel (Scriver e Kaufman, 2001; Kohli et
al., 2005).

Mais de cinglienta anos apds a publicacdo do primeiro tratamento proposto
para PKU, ainda nao foi descoberto o tratamento ideal para melhorar a qualidade de
vida destes pacientes, apesar dos muitos avancos ja alcancados. Bickel e
colaboradores (1954) desenvolveram um tratamento dietético, com restricdo de

fenilalanina, apd6s a insisténcia da mée de uma menina com fenilcetonudria
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diagnosticada por eles. A menina tinha dois anos de idade, era gravemente
retardada e apresentava outros sintomas clinicos. Em poucos meses, ap0s alguns
testes, 0os pesquisadores concluiram que o tratamento dietético estava trazendo os
resultados esperados, pois a menina apresentou um desenvolvimento cerebral
significativo e obteve alta hospitalar.

Depois deste estudo, varios pesquisadores continuaram investigando o0s
aspectos da doenca a fim de aperfeicoar o tratamento e entender melhor a sua
fisiopatologia.

As elevacdes dos niveis sanguineos de fenilalanina estdo associadas ao
agravamento da disfuncdo neuropsiquiatrica. Varios pesquisadores ja demonstraram
que uma dieta restrita em fenilalanina previne a instalacdo dos sintomas
neuroldgicos quando iniciada logo ap6s o nascimento, indicando que nao é a
deficiéncia da enzima fenilalanina hidroxilase, mas a hiperfenilalaninemia e/ou o
acumulo dos metabdlitos da fenilalanina (fenilpiruvato, fenilactato e fenilacetato), que
causam os danos cerebrais. Embora os pacientes fenilcetondricos apresentem um
padrao caracteristico de disfuncdo neuropsiquiatrica, oS mecanismos patogénicos
responsaveis por estas alteracdes néo estdo bem definidas.

O envolvimento dos radicais livres e do estresse oxidativo na fisiopatologia de
varias situacdes que comprometem o sistema nervoso central tem sido cada vez
mais estudado. Um dos aspectos frequentemente abordados sdo as mudancas
patolégicas que determinam a morte neuronal secundaria, ou seja, de neurénios nao
afetados diretamente pelo insulto primario, mas sim por uma cascata de eventos

provocada por esse. Um dos primeiros fendmenos observados nesta sequéncia de
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eventos € o processo de lipoperoxidacao induzida por radicais livres de oxigénio
(Carney, Tatsuno e Floyd, 1992).

Através de andlises in vitro (Hagen et al., 2002), em modelo animal (Ercal et
al., 2002; Martinez-Cruz et al., 2002) e em pacientes (Wilke et al., 1992; Sierra et al.,
1998; van Backel et al., 2000; Colomé et al., 2003; Artuch et al., 2004; Sirtori et al.,
2005; Sitta et al., 2006), diversos estudos tém demonstrado que o estresse oxidativo
parece estar envolvido na fisiopatologia da fenilcetonuria.

Ja que o0 mecanismo bioquimico da disfuncado cerebral na PKU néo esta ainda
totalmente esclarecido, o presente trabalho consistiu no estudo in vitro da
capacidade dos metabdlitos da fenilalanina (acido fenilpiravico, acido fenilactico e
acido fenilacético) em contribuir com o estresse oxidativo presente na PKU. Cabe
salientar que a concentracdo cerebral destes metabdlitos esta correlacionada
positivamente com niveis plasmaticos de fenilalanina (Sarkissian, Scriver e Mamer,
2000) e que alguns efeitos observados in vivo ndo foram devidos a fenilalanina.

Inicialmente, o estresse oxidativo foi avaliado pela analise de dois indices de
lipoperoxidacao, a quimiluminescéncia e a medida das substancias reativas ao acido
tiobarbittrico (TBA-RS) em homogeneizado de cérebro de ratos jovens. Observou-
se que houve um aumento significativo da quimiluminescéncia na presenca dos
acidos fenilpiravico (de maneira dose-dependente) e fenilactico, e o TBA-RS foi
alterado pela presenca de todos os metabdlitos testados, sendo que novamente o
acido fenilpirdvico mostrou um efeito dose-dependente. Considerando que a
quimiluminescéncia € um processo no qual ocorre a emissao de luz visivel quando

espécies excitadas (oxigénio “singlet” e carbonilas excitadas) geradas durante a
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lipoperoxidacdo retornam ao seu estado fundamental (Halliwell e Gutteridge, 2001),
e 0 TBA-RS reflete a quantidade de malondialdeido formado na degradacéo de
lipidios promovida pela lipoperoxidacdo (Esterbauer e Cheeseman, 1990), esses
resultados sugerem que ndo apenas a fenilalanina (Hagen et al., 2002), mas
também seus metabdlitos induzem a lipoperoxidacdo em cérebro de ratos jovens por
aumentar a producado de espécies reativas de oxigénio e/ou nitrogénio. Esta inducéo
na lipoperoxidacdo na PKU esta de acordo com publicacdes anteriores (Wilke et al.,
1992; Ercal et al., 2002; Colome et al., 2003; Sirtori et al., 2005; Sitta et al., 2006).

A etapa seguinte foi estudar o efeito dos metabdlitos sobre as defesas
antioxidantes nao-enzimaticas cerebrais através da determinacdo do potencial
antioxidante total (TRAP) e da reatividade antioxidante total (TAR). O TRAP € uma
medida de defesas antioxidantes ndo-enzimaticas. Ja o TAR, reflete a capacidade
de um certo tecido modular o dano associado a uma producdo aumentada de
radicais livres, sendo uma medida que representa a reatividade antioxidante do
tecido em estudo (Lissi et al., 1995). Foi possivel observar no presente trabalho uma
reducado significativa e de forma dose-dependente do TRAP na presenca do acido
fenilpirdvico e uma pequena reducao na presenca do acido fenilactico. Ja o TAR néo
foi alterado por nenhum dos metabdlitos testados. Assim, esses resultados mostram
que os acidos fenilpiravico e fenilactico reduzem a quantidade dos antioxidantes
nao-enzimaticos, indicando que os mesmo podem prejudicar estas defesas, sem, no
entanto, alterar sua reatividade. Hagen e colaboradores (2002) ja haviam
demonstrado uma reducgdo do potencial antioxidante total (TRAP) in vitro em cérebro

de ratos jovens na presenca de fenilalanina, porém também demonstraram em
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modelo animal de PKU esta mesma reducdo; juntando aos nossos resultados,
percebemos que a fenilalanina e os acidos fenilpirivico e fenilactico sao
responsaveis pela reducdo nas defesas antioxidantes nado-enzimaticas do tecido
cerebral de ratos.

A exposicao de proteinas a radicais livres de oxigénio pode causar mudancas
extremas, levando a modificacbes nas suas estruturas. Consequentemente, suas
funcdes podem ser modificadas, a suscetibilidade a fragmentacdo induzida ou
espontanea pode ser aumentada, e as reacdes imunologicas podem ser alteradas
(Faure e Lafond, 1995). Investigamos, entdo, o conteudo de tiois totais e a medida
do conteudo de grupos carbonila no homogeneizado de cérebro de ratos jovens
como possiveis indicadores de dano oxidativo a proteinas. Apesar de os metabolitos
nao alterarem o conteudo de grupos SH do tecido, o acido fenilpirdvico aumentou
marcadamente o conteudo de grupos carbonila e de maneira dose-dependente.
Tendo em vista que, entre varios marcadores de modificacdo em aminoacidos nas
proteinas, a formacdo de grupos carbonila pode ser um marcador precoce da
oxidacdo (Reznick e Packer, 1994), esse resultado sugere que o acido fenilpiravico
acarreta um forte dano oxidativo as proteinas.

Investigamos também o contetddo de glutationa reduzida (GSH) do tecido. A
GSH tem um importante papel na prevencdo da injuria mediada por radicais,
atuando como um scavenger e na reacao catalisada pela enzima antioxidante GSH-
Px. Em conjunto com a SOD, que converte anion superéxido em H,O, a GSH-Px
converte H,O, em agua e como resultado GSH é oxidado a dissulfeto de glutationa

(GSSG). Nesta reacdo, a GSH atua como um cofator na remocéao de radicais do
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organismo. Durante o estresse oxidativo, 0os niveis de GSH declinam e os de GSSG
aumentam (Browne e Armstrong, 1998). O presente estudo mostra que os acidos
fenilpiravico e fenilactico diminuiram os niveis de GSH in vitro comparado ao grupo
controle. van Backel e colaboradores (2000) demonstraram uma reducao nos niveis
de GSH em eritrécitos de pacientes fenilcetonuricos sob tratamento com dieta
restrita em fenilalanina. Uma diminuicdo nos niveis de GSH pode ser devido a uma
inibicdo criada pelos altos niveis de fenilalanina no sistema de transporte dos
aminoacidos glicina e cisteina no ciclo y-glutamil, o qual sintetiza continuamente
GSH, ou devido a um aumento na formacdo de radicais livres (Ercal et al., 2002).
Quando GSH esta diminuida, as células ficam com baixo poder antioxidante e mais
propensas ao dano oxidativo causado por espécies reativas. Isto € especialmente
verdadeiro para células mais vulnerdveis ao ataque oxidativo, assim como o0s
eritrocitos e as células cerebrais (Bains e Shaw, 1997; Ercal et al., 2002). Uma
diminuicdo nos niveis de GSH também pode aumentar os niveis de moléculas
excitotoxicas e, assim como o dano oxidativo, estas moléculas podem iniciar eventos
gue culminam com morte celular por apoptose em certas regides cerebrais (Bains e
Shaw, 1997).

2',7'-Diclorofluoresceina diacetato (DCFH-DA) tem sido utilizada para estimar
a formacdo de espécies reativas ou o metabolismo oxidativo em neutrofilos e
leucdcitos polimorfonucleares (Oyama et al.,, 1994). O DCF é formado dentro das
células a partir da oxidacdo do DCFH por espécies reativas intracelulares. A medida
da fluorescéncia do DCF neste estudo foi aumentada pelo acido fenilacético, o que

sugere que na presenca deste metabdlito ha um aumento na formacao de espécies
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reativas. Ja os acidos fenilpirtvico e fenilactico ndo alteram os niveis das espécies
reativas sensiveis a esta medida, sugerindo que estas nao estdo envolvidas no
mecanismo de toxicidade acarretado por estes metabalitos.

Finalmente, foram também determinadas as atividades das enzimas
antioxidantes CAT, SOD e GSH-Px. A CAT dismuta o peroxido de hidrogénio; a SOD
catalisa a dismutacdo do radical superoxido; e a GSH-Px catalisa a reducdo do
peréxido de hidrogénio e outros hidroperoxidos com a glutationa reduzida (Marklund,
1985). Diferentemente dos experimentos anteriores, nos quais o0 homogeneizado era
incubado na presenca dos metabolitos por 1 hora a 37°C antes das determinacoes,
nessa etapa os acidos foram adicionados ao homogeneizado apenas no momento
da medida das atividades enzimaticas, ou seja, sem incubacdo prévia, com 0
objetivo de medir o efeito direto dos acidos testados sobre a atividade da enzima.

A atividade da enzima SOD néo foi alterada por nenhum dos metabdlitos da
fenilalanina, o que esta de acordo com estudos prévios realizados em eritrécitos de
pacientes com PKU (Sierra et al., 1998; van Backel et al., 2000; Artuch et al, 2004,
Sirtori et al, 2005). A atividade da catalase foi diminuida na presenca dos trés acidos
testados. Estudos prévios com a enzima catalase tém resultados bastante distintos,
enquanto nosso resultado esta de acordo com estudos anteriores de Nnosso grupo
em modelo animal (Hagen et al., 2002), e com o estudo de Artuch e colaboradores
(2004), onde foi demonstrada uma reducao significativa da atividade da CAT em
eritrocitos de pacientes com PKU em comparagcdo ao grupo controle, Sierra e
colaboradores (1998) e Sirtori e colaboradores (2005) ndo encontraram diferencas

entre grupo controle e PKU na atividade desta enzima. Ja Ercal e colaboradores
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(2002) demonstraram que em modelo animal knockout de PKU ha um aumento da
atividade da CAT. A inibicdo da atividade da CAT pelos metabdlitos da fenilalanina
pode ser devida a uma interacao direta dos acidos com a enzima, ja que produziram
uma rapida e potente inibicdo da CAT in vitro.

A GSH-Px também apresentou uma reducdo na sua atividade, de maneira
dose-dependente, na presenca dos metabdlitos da fenilalanina, acidos fenilpiravico,
fenilactico e fenilacético. Artuch e colaboradores (2004) ndo encontraram diminuicao
na atividade da GSH-Px, mas sugerem que esta diferenca nao foi observada devido
a suplementacdo com selénio na dieta dos pacientes utilizados no estudo. No
entanto, segundo Sirtori e colaboradores (2005), que também observaram uma
reducdo atividade da enzima GSH-Px, esta reducédo ndo pode ser relacionada com
uma deficiéncia de selénio, o qual é essencial a atividade da enzima, jA que os
pacientes utilizados na investigacdo ndo estavam sob dieta restrita em proteinas ou
fenilalanina. Outros estudos também descreveram uma diminuicdo da atividade da
GSH-Px plasmaética e do contetudo de selénio em pacientes hiperfenilalaninémicos
(Wilke et al., 1992; Sierra et al., 1998), o que sugere a participacdo do estresse
oxidativo na fenilcetondria. No entanto, Wilke e colaboradores (1992) declararam
gue nao foram observados sintomas clinicos em pacientes com PKU que pudessem
ser diretamente atribuidos a deficiéncia de selénio. De fato, foi observada baixa
atividade da GSH-Px eritrocitaria em muitos pacientes com uma dieta livre ou sob
tratamento com suplemento de selénio (ambos 0s grupos com niveis normais de
selénio), sugerindo uma falta de correlacdo entre niveis plasmaticos de selénio e

atividade da GSH-Px (Sierra et al.,, 1998). Nestes pacientes, os distarbios
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neuroldgicos foram observados mais frequentemente do que naqueles com atividade
normal da GSH-Px.

Os diferentes resultados encontrados em eritrocitos de fenilcetonaricos
devem-se provavelmente a diferencas na dieta e no estado clinico dos pacientes
utilizados nos estudos. Todos estes dados chamam a atencao a necessidade de um
bom controle metabdlico nos niveis plasmaticos de fenilalanina, como recomendado
(Scriver e Kaufman, 2001).

O estresse oxidativo tem sido mostrado em modelos animais de PKU. Foi
observado que a hiperfenilalaninemia provoca estresse oxidativo em cérebro de
ratos (Hagen et al.,, 2002) e também que a lipoperoxidacédo foi significativamente
aumentada no cérebro, assim como a taxa GSH/GSSG foi diminuida e a atividade
das enzimas catalase e glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) foi aumentada em
eritrécitos em um modelo animal knockout de PKU (Ercal et al., 2002). Além disso,
Martinez-Cruz e colaboradores (2002) demonstraram alteracdes de parametros de
estresse oxidativo em cérebro e cerebelo de filhotes de ratos hiperfenilalaninémicos
e que melatonina e outros antioxidantes foram capazes de prevenir este dano
oxidativo.

O estresse oxidativo observado na PKU pode ser devido a muitas causas.
Primeiro, pode ser devido a uma diminuicdo no consumo de antioxidantes ou uma
deficiéncia no metabolismo antioxidante. Uma diminuicdo de selénio foi
demonstrada, e devido a isto houve também uma reducédo na atividade da GSH-Px,
ja que o selénio é cofator desta enzima. J& que a GSH-Px remove peroxidos, estes

acumulariam se essa atividade fosse insuficiente. Segundo, os produtos dos
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caminhos alternativos de metabolizacdo da fenilalanina podem induzir a formacao de
radicais livres. J& foram observados, por Swaiman e Wu (1984), efeitos toxicos do
fenilacetato em cultura de neurbnios corticais. Além disso, a administracdo de
fenilpiruvato é capaz de induzir necrose cerebral acompanhada de disfungéo
neurocomportamental em camundongos recém-nascidos (Gazit et al., 2003). Nos
resultados aqui descritos, observamos, atravées de alguns parametros, que os acidos
fenilpiravico, fenilactico e fenilacético induzem a formacédo de espécies reativas.
Terceiro, a fenilalanina € substrato da enzima tirosina hidroxilase (Scriver e
Kaufman, 2001) e, ja que na PKU os niveis de fenilalanina estdo extremamente altos
e os de tirosina estdo baixos, a tirosina hidroxilase atua menos discriminativamente
sobre a fenilalanina, produzindo di-hidroxi-fenilalaninas. A oxidacdo destas
catecolaminas pode produzir superoxido e peroxido de hidrogénio em uma série de
reacoes (Halliwell e Gutteridge, 1999). Finalmente, 0 estresse oxidativo pode ser
devido a altas concentracbes de fenilalanina, as quais inibem o sistema de
transporte de aminoacidos e, portanto, os aminoacidos envolvidos na sintese de
moléculas e enzimas antioxidantes podem né&o atuar eficientemente.

Sabe-se que na PKU os niveis de fenilalanina estdo extremamente altos e 0s
de tirosina estdo baixos, porém os niveis de tirosina nao influenciam o
desenvolvimento normal dos pacientes (Scriver e Kaufman, 2001; Cabalska et al.,
2000). Sendo assim, parece que nao apenas a fenilalanina, mas, como pudemos
observar neste trabalho, também o acumulo de seus metabalitos (acido fenilpiravico,
acido fenilactico e acido fenilacético) colabora para o estresse oxidativo presente na

PKU.
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Apesar de a PKU ser estudada ja ha muitos anos, o dano cerebral presente
ainda néo é completamente entendido. Quando uma dieta restrita é iniciada cedo, o
retardo mental € prevenido. Nossos resultados sugerem a importancia do estudo de
uma suplementacdo antioxidante na dieta dos pacientes, a fim de prevenir possiveis

danos causados por radicais livres.
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VI. CONCLUSOES

Os acidos fenilpiravico, fenilactico e fenilacético alteraram, in vitro, varios dos
parametros de estresse oxidativo estudados em cérebro de ratos jovens, indicando
assim, que os metabolitos da fenilalanina podem estar envolvidos no estresse

oxidativo observado na fenilcetonuria.
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