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Resumo 

A fenilcetonuúia (PKU) é uma doença genética de caráter autossômico recessivo causada 

pela deficiência severa da enzima fenilalanina hidroxilase (PAH), que converte fenilalanina 

(Phe) em tirosina. O bloqueio desta reação resulta no acúmulo de fenilalanina e de seus 

metabolitos no plasma e tecidos (1 a 3 mM) e está relacionado com o retardo mental e 

convulsões apresentados pelos pacientes. A PKU é uma das mais frequentes e estudadas 

aminoacidopatias, porém a neurofisiopatologia da doença ainda é pouco conhecida. Estudos 

recentes tanto em pacientes quanto em animais mostraram que o estresse oxidativo pode 

estar envolvido na fisiopatologia da PKU devido ao acúmulo de metabólitos tóxicos, à 

excessiva produção de radicais livres e à influência de uma dieta restrita, que é o tratamento 

indicado para os pacientes fenilcetonúricos mas pode levar à carência de antioxidantes. O 

ácido lipóico (AL) é considerado um antioxidante ideal, pois interage com outros 

antioxidantes, induz expressão gênica e reage com espécies reativas específicas. Além 

disso, o AL pode ser adquirido na própria dieta e passa facilmente a barreira 

hematoencefálica, e por isso este composto vem sendo estudado no tratamento e prevenção 

de estresse oxidativo em diversas doenças neurodegenerativas. Assim, o objetivo do 

trabalho foi avaliar os efeitos do AL sobre a toxicidade da Phe em parâmetros de estresse 

oxidativo como atividade das enzimas catalase (CAT); superóxido dismutase (SOD); 

glutationa peroxidase (GSH-Px) e glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), conteúdo de 

substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBA-RS), de tióis totais e de carbonilas 

formadas. Além disso, avaliar o potencial antioxidante total (TRAP) e a reatividade 

antioxidante total (TAR), a concentração de glutationa reduzida (GSH), o conteúdo de 

2’7’diclorofluoresceína formado (DCF) e a capacidade de eliminar radicais hidroxilas em 

cérebro de ratos jovens. Para isso foram realizados experimentos com pré-tratamento do 

AL in vitro e in vivo em um modelo de experimental de PKU. Foi observado que o pré-

tratamento proposto é eficaz para previnir lipoperoxidação, diminuir as defesas 

antioxidantes enzimáticas e não-enzimáticas, diminuir o coteúdo total de GSH e, ainda, 

previnir o aumento de radicais gerados pelo acúmulo de Phe no tecido. Mais experimentos 

precisam ser realizados, porém se os resultados deste trabalho forem observados em 

pacientes é possível que uma dieta suplementada com AL possa contribuir para o 

tratamento da PKU.   
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Abstract 

Phenylketonuria (PKU) is a genetic disease caused by autosomal recessive severe 

deficiency of phenylalanine hydroxylase (PAH), which converts phenylalanine (Phe) to 

tyrosine. The blocking of this reaction results in accumulation of phenylalanine and its 

metabolites in plasma and tissues (1 to 3 mM) and is linked to mental retardation and 

seizures in affected patients. PKU is one of the most frequent and studied inherited 

disorder, but the neuropathophysiology of the disease is still poorly known. Recent studies 

both in patients and in animals have shown that oxidative stress may be involved in the 

pathophysiology of PKU because of the accumulation of toxic metabolites, the 

overproduction of free radicals and the influence of a restricted diet, which is indicated for 

the treatment patients with PKU but may produce antioxidant deficiencies. Lipoic acid 

(LA) is considered an ideal antioxidant because it interacts with other antioxidants, induces 

gene expression and reacts with specific reactive species. Moreover, AL can be acquired in 

the diet and easily cross the blood brain barrier, and so this compound has been studied in 

the treatment and prevention of oxidative stress in several neurodegenerative diseases. The 

purpose of this study was to evaluate the effects of LA against the toxicity of Phe on 

oxidative stress parameters such as the activity of catalase (CAT), superoxide dismutase 

(SOD), glutathione peroxidase (GSH-Px) and glucose-6-phosphate dehydrogenase 

(G6PDH), and the content of thiobarbituric acid reactive substances (TBA-RS), total thiol 

and carbonyl formed. Furthermore, to evaluate the total antioxidant potential (TRAP) and 

total antioxidant reactivity (TAR), the concentration of reduced glutathione (GSH), the 

content of 2'7'diclorofluorescein formed (DCF) and the ability to eliminate hydroxyl 

radical. So, experiments were performed with pre-treatment of AL in vitro and in vivo in 

brain of young rats subjected to a chemically-induced PKU. It was observed that the 

proposed pre-treatment is effective to prevent the increase of lipoperoxidation, the 

reduction of enzymatic and non-enzymatic antioxidant defenses (especially GSH), and also 

to prevent the increase of radicals generated by the accumulation of Phe in the tissue. More 

experiments need to be made, but if the results observed in this work were also seen in 

patients it is possible that a diet supplemented with AL may contribute to the current 

dietary treatment of PKU. 
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Introdução 

1. Fenilcetonúria 

 A fenilcetonúria (PKU) é uma doença genética de caráter autossômico recessivo 

com incidência de aproximadamente 1:10.000 nascimentos na população caucasiana 

(Scriver e Kaufman, 2001). Sendo um dos mais freqüentes e estudados erros inatos do 

metabolismo de aminoácidos e causada pela deficiência severa da enzima fenilalanina 

hidroxilase (PAH), responsável pela conversão da L-fenilalanina em L-tirosina. Resultando, 

assim, no acúmulo de fenilalanina e de seus metabólitos no plasma e tecidos (1 a 3 mM), o 

qual está associado á disfunção neurológica e retardo mental observados nos pacientes 

(Scriver et al., 2001). 

 

1.1. Histórico 

 A fenilcetonuria foi descoberta por Folling, em 1934, através do teste de cloreto 

férrico, que reage com uma fenilcetona (ácido fenilpiruvico), formando um composto de 

cor verde. Folling analisou a urina de crianças com retardo mental e associou os sintomas 

neurológicos com a presença deste metabólito na urina (Nyhan, 1984; Centerwall e 

Centerwall, 2000). A doença passou a ser denominada fenilcetonuria por Penrose em 1935 

e reconhecida como um erro inato do metabolismo (Scriver e Kaufman, 2001), mas Jervis 

(1947) identificou que a fenilalanina proveniente da dieta não era convertida à tirosina e a 

enzima deficiente (Williams et al., 2008). 

 

1.2. Metabolismo da Fenilalanina 

 A L-fenilalanina é um aminoácido nutricionalmente essencial que é hidroxilado à 

tirosina pela fenilalanina hidroxilase hepática. Este primeiro passo do metabolismo da 
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fenilalanina requer a presença do cofator tetraidropteridina (BH4) (Nyhan, 1984), o qual é 

regenerado pela di-hidropterina redutase (DHPR) com gasto de NADH ou NAPDH 

(Scriver e Clow, 1980). A reação de hidroxilação da fenilalanina (Figura 1) envolve 

quantidades equimolares do aminoácido, BH4 e oxigênio. 

 Por descarboxilação e transaminação, a fenilalanina é convertida à seus metabólitos 

(fenilpiruvato, fenilacetato e fenilactato) que são livremente excretados em indivíduos 

normais. O bloqueio da rota principal do catabolismo da fenilalanina provoca o acumulo 

desses metabólitos nos tecidos dos pacientes afetados (Knox, 1972; Nyhan, 1984 e Scriver 

e Kaufman, 2001). O catabolismo da fenilalanina está representado pela figura 2. 

 

 

Figura 1. Reação de hidroxilação da fenilalanina (Scriver e Clow, 1980). 

 

1.3. Causas da Hiperfenilalaninemia 
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 A hiperfenilalaninemia (HPA) é uma condição clínica em que os níveis plasmáticos 

de fenilalanina estão anormais, acima de 120µM. As causas conhecidas da HPA são 

deficiências na atividade da fenilalanina hidroxilase e o bloqueio da síntese de BH4 ou de 

sua regeneração. Entre as várias hiperfenilalaninemias descritas a fenilcetonúria 

corresponde àquelas mutações no gene que codifica a PAH (Scriver e Kaufman, 2001). 

 

 

Figura 2. Catabolismo da fenilanina (adaptado de Nyhan, 1984). 

 

1.4. Manifestações Clínicas 

 Os fenilcetonúricos não-tratados apresentam sinais e sintomas que se manifestam 

em maior ou menor intensidade: alterações cutâneas, distúrbios de pigmentação, hipoplasia 
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dentária, descalcificação de ossos longos, atraso no desenvolvimento psicomotor, falha no 

sistema cognitivo, microcefalia, epilepsia, retardo no crescimento e convulsões (Nyhan, 

1979; Nyhan, 1984; Pietz et al., 1993; Williams et al. 2008). 

 

1.5. Diagnóstico 

 Na triagem neonatal a PKU pode ser identificada precocemente por diversos testes, 

incluindo o teste de inibição bacteriana em uma amostra de sangue coletada em papel filtro 

(Scriver e Kaufman, 2001), sendo posteriormente confirmada por métodos cromatográficos, 

fluorimétricos e enzimáticos (Clague e Thomas, 2002), além da espectrometria de massa 

(Pollitt, 2006 e Frazier et al., 2006). A importância de um diagnóstico já nos primeiros dias 

de vida é devido ao dano neurológico irreversível causado se os pacientes não forem 

tratados precocemente (Scriver e Kaufman, 2001; Kohli et al., 2005). É importante salientar 

que o diagnóstico fetal para a deficiência da PHA é também factível através da análise de 

DNA (Scriver e Kaufman, 2001, Desviat et al., 2006 e Rozak et al., 2006). 

 

1.6. Tratamento 

 O tratamento para a PKU consiste principalmente de uma dieta hipoprotéica, restrita 

em fenilalanina, a fim de reduzir ou normalizar os níveis deste aminoácido, já que o grau de 

retardo mental está diretamente relacionado com a concentração elevada de Phe no plasma 

e tecidos dos pacientes afetados (Scriver e Kaufman, 2001). 

 Para os pacientes, alimentos como ovos, leite, pães, queijos e carne são proibidos. 

Entretanto a reposição protéica, necessária para o crescimento, é feita a partir de 

suplementos comerciais sem Phe (Williams et al., 2008). Os benefícios de uma dieta restrita 

em Phe são a melhora neuropsiquiátrica dos pacientes afetados e a prevenção do dano 
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neurológico (Zenam, 1996; Hanley, 2004). Porém, neste tipo de restrição alimentar é 

necessária uma suplementação vitamínica (Hvas, Nexo e Nielsen, 2006), além do 

acréscimo de ácidos graxos (Scriver e Kaufman, 2001; Santos et al., 2006; Agostini et al., 

2006), visto que pacientes fenilcetonuricos sob tratamento dietético apresentam baixas 

concentrações de colesterol além de distúrbio no metabolismo de folato (Lucock et al., 

2002; Schulpis et al., 2004). 

 Diversos estudos vêm sendo realizados, a fim de aprimorar o tratamento da 

fenilcetonuria, como a suplementação com BH4, eficiente em alguns casos na redução dos 

níveis plasmáticos de fenilalanina (Trefz et al., 2005; Santos et al., 2006) e a utilização via 

oral da enzima fenilalanina amônia-liase, que degrada a fenilalanina no trato digestivo, 

evitando a sua absorção (Sarkissian e Gámez, 2005). Além disso, a reposição enzimática 

através de enzimas recombinantes de PAH (Gámez et al., 2004) e a terapia gênica, na qual 

o gene inativo para a PAH na doença é substituído por um funcional com associação a um 

adenovírus (Oh et al., 2004; Chen e Woo, 2005; Harding, 2006), são novas estratégias 

sugeridas no tratamento da PKU. 

 

1.7. Alterações bioquímicas e neuropatológicas 

 Mesmo com o tratamento dietético controlado os níveis teciduais de Phe nos 

pacientes são de 3 a 7 vezes superior ao dos indivíduos normais. Além disso, a deficiência 

em vitaminas e lipídeos da dieta restrita no tratamento desses pacientes são mecanismos 

que podem estar relacionados com as alterações clínicas e bioquímicas descritas a seguir. 

 As concentrações elevadas de fenilalanina e seus metabólitos geram, diretamente, 

toxicidade no sistema nervoso central (SNC), já que indivíduos que não seguem o 
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tratamento não restauram os níveis normais de Phe como aqueles que o seguem (Scriver et 

al., 2001; Surtees et al., 2000). 

 O sistema transportador de aminoácidos neutros na barreira hemato-encefalica é a 

via utilizada tanto pela Phe como valina, isoleucina, leucina, treonina, histidina, triptofano, 

metionina e tirosina (Pardridge, 1998). Assim, há uma competição direta desses 

aminoácidos com Phe quando este está em excesso, gerando uma redução nos níveis 

cerebrais, principalmente, de tirosina e triptofano (Hommes, 1989; Pietz et al., 1999; 

Burlina et al., 2000). A diminuição na captação desses dois aminoácidos causa distúrbios 

nas vias dopaminérgicas e serotoninérgicas, respectivamente. O desequilíbrio intracelular 

dos aminoácidos neutros, como conseqüência dos elevados níveis de L-fenilalanina, 

provoca síntese de proteínas irregulares e alterações no sistema de mielinização (Berger, 

1980; Surtees et al., 2000). 

Exames post mortem realizados em cérebro de indivíduos fenilcetonúricos 

revelaram redução na massa cerebral (Alvord et al., 1950), retração nas ramificações 

dendríticas das células piramidais e redução de espinhas dendríticas no córtex (Bauman e 

Kemper, 1982), alterações na substância branca (Shah, Peterson e McKean, 1972) e menor 

quantidade de lipídios associados à mielina (Tourian e Sidbury,1983). Os níveis séricos da 

proteína S-100B, um marcador de lesões no SNC, foram correlacionados positivamente 

com os níveis sangüíneos de fenilalanina em pacientes PKU (Schulpis, Kariyannis e 

Papassotiriou, 2004). 

A redução de mielina é amplamente documentada em pacientes não tratados e em modelos 

animais da doença (Shah, Peterson e Mc Kean, 1972; Berger, Springer e Hommes, 1980; 

Hommes, Eller e Taylor, 1982; Taylor e Hommes, 1983). 
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Em trabalhos anteriores, realizados em nosso grupo de pesquisa, foi utilizado um 

modelo animal de hiperfenilalaninemia através da administração de fenilalanina e α-

metilfenilalanina, um inibidor da fenilalanina hidroxilase hepática (Greengard, Yoss e 

Delvalle, 1976). Ratos previamente tratados apresentaram uma redução na atividade da 

Na+,K+-ATPase de membrana plasmática sináptica (Wyse et al., 1995), aumento das 

atividades da piruvatoquinase (Wannmacher, 1995) e da ATPdifosfoidrolase de 

sinaptossomas de córtex cerebral (Wyse et al., 1994). Por outro lado, estudos in vitro 

demonstraram que a fenilalanina tem um efeito inibitório sobre a atividade destas duas 

últimas enzimas, o que pode representar um aumento da síntese destas após o tratamento 

em resposta à inibição de suas atividades causada pela fenilalanina. Em 2001, Bedin e 

colaboradores demonstraram que a atividade da Na+,K+-ATPase também está reduzida em 

membrana de eritrócitos de pacientes PKU. Utilizando este mesmo modelo químico 

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. 

 

1.8. Modelo Animal 

 O modelo animal utilizado já estava estabelecido pelo grupo de pesquisa em Erros 

Inatos do Metabolismo desta instituição (Wannmacher et al., 1995; Wyse et al., 1995) e 

está baseado no modelo desenvolvido por Greengard et al. (1976). Através da 

administração de L-fenilalanina e de α-metilfenilalanina (inibidor da PAH) em doses 

descritas nos trabalhos citados, este modelo experimental químico foi capaz de reproduzir 

quimicamente, em ratos, níveis de Phe cerebrais semelhantes aos encontrados na 

fenilcetonuria em seres humanos. 
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 Para este modelo ratos Wistar são apropriados, pois o desenvolvimento diário do 

sistema nervoso do rato é equivalente ao que ocorre a cada mês no ser humano (Clark et al., 

1993), atingindo o desenvolvimento cerebral equivalente ao recém nascido humano, entre o 

6º e o 8º dia de vida pós-natal (Hommes, 1982). Ainda que os modelos químicos 

experimentais com animais não correspondam exatamente à doença humana, permitem 

reproduzir alterações metabólicas especificas semelhantes às encontradas nos erros inatos 

do metabolismo, sendo, portanto, úteis para o estudo de suas repercussões, como o 

entendimento da fisiopatologia da doença e a avaliação de medidas terapêuticas a serem 

propostas para os pacientes. 

 

2. Radicais Livres 

O termo radical livre refere-se a átomo ou molécula que contém número ímpar de 

elétrons em sua última camada eletrônica, conferindo-lhe alta reatividade (Ferreira e 

Matsubara, 1997). Os radicais livres podem ser formados pela perda ou pelo ganho de um 

elétron de um não-radical (Halliwell e Gutteridge, 2007). Nas reações em cadeia induzidas 

pelos radicais livres, um radical reativo leva à formação de um produto que também é um 

radical livre e que, por sua vez, reage produzindo um terceiro radical. Tais reações podem 

ser divididas em reações de iniciação, propagação e de terminação (Boveris, 1998). 

Em condições fisiológicas do metabolismo celular aeróbio, o oxigênio molecular 

sofre redução tetravalente, com aceitação de quatro elétrons, resultando na formação de 

água. Durante esse processo são formados intermediários reativos, como os radicais 

superóxido (O2·-), hidroperoxila (HO2·-) e hidroxila (OH·), e o peróxido de hidrogênio 

(H2O2), em pequenas quantidades na mitocôndria junto à cadeia respiratória (Cohen, 1989). 

O termo genérico espécies reativas de oxigênio (ERO) é usado para incluir não só os 
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radicais livres, mas também alguns não-radicais derivados do oxigênio, como o peróxido de 

hidrogênio (H2O2), o ácido hipocloroso (HOCl) e o ozônio (O3) (Halliwell e Gutteridge, 

2007). Essas espécies reativas de oxigênio estão presentes tanto em processos fisiológicos 

normais quanto patológicos do organismo, mas mecanismos eficientes para sua 

destoxificação se desenvolvem naturalmente. Apenas um desequilíbrio entre os sistemas de 

produção e os de remoção dessas espécies é que pode resultar em conseqüências 

patológicas (Bergendi et al., 1999), no qual as EROs podem oxidar moléculas como 

proteínas, lipídios e DNA (Halliwell e Whiteman, 2004). 

 

2.1. Sistema de defesa antioxidante 

Os seres vivos dispõem de mecanismos protetores para retardar e/ou prevenir o 

acúmulo de espécies reativas e seus efeitos deletérios. Os sistemas de defesa conservam a 

harmonia entre a produção fisiológica de ERO e sua destoxificação (Halliwell e Gutteridge, 

2007; Behl e Moosmann, 2002), sendo classificados em enzimáticos e não-enzimáticos. 

Entre as enzimas antioxidantes podemos citar a superóxido dismutase (SOD), a catalase 

(CAT) e a glutationa peroxidase (GSH-Px). Já nas defesas não–enzimáticas os 

antioxidantes lipofílicos (tocoferóis, carotenóides e bioflavonóides) e hidrofílicos 

(glutationa, ácido ascórbico, indóis e catecóis) (Halliwell e Gutteridge, 2007). 

A SOD catalisa a reação de dismutação de dois radicais superóxido a peróxido de 

hidrogênio e oxigênio e é chamada de defesa primária contra o estresse oxidativo, já que o 

radical superóxido é um forte iniciador de reações em cadeia (Marks, Marks e Smith, 

1996). O peróxido de hidrogênio formado é menos reativo que o radical superóxido e é 

degradado posteriormente por outros sistemas, como a catalase e glutationa peroxidase 

(Fridovich, 1975). Existem três formas de SOD com diferentes grupos prostéticos em sua 
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composição. A forma SOD cobre-zinco está presente principalmente no citosol em 

praticamente todas as células eucarióticas, a SOD manganês na matriz mitocondrial, 

enquanto a SOD ferro em plantas e bactérias (Mc Cord e Fridovich, 1969; Fridovich, 

1975). 

Já a CAT é uma hemeproteína que catalisa a dismutação do peróxido de hidrogênio 

à água e oxigênio (Ferreira e Matsubara, 1997). Ela está localizada principalmente no 

peroxissoma e em menor quantidade no citosol e na fração mitocondrial da célula (Marks, 

Marks e Smith, 1996). 

A GSH-Px catalisa a decomposição do peróxido de hidrogênio e peróxidos 

orgânicos para seus álcoois correspondentes (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). Há dois tipos de glutationa peroxidase: uma requer 

seleniocisteína (Prohaska et al., 1977) como cofator, podendo ser encontrada no citosol e na 

mitocôndria, e outra que é independente de selênio e localiza-se no citosol (Marks, Marks e 

Smith,1996). A GSH-Px atua acoplada à enzima glutationa redutase (GR), que catalisa a 

redução de GSSG. Esta redução requer NADPH como coenzima (Marks, Marks e 

Smith,1996). 

A glutationa reduzida (GSH) é um tripeptídio sintetizado a partir de L-glutamato, L-

cisteína e glicina (Sies, 1999). A capacidade redutora da GSH é determinada pela presença 

do grupamento tiólico (-SH) da cisteína. Na maioria das células, a GSH é encontrada em 

elevadas concentrações (mM) no meio intracelular e atua como transportadora e 

reservatório de cisteína, além de participar da destoxificação de espécies reativas de 

oxigênio e nitrogênio e produtos de lipoperoxidação. A GSH também é requerida para a 
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síntese de DNA, proteínas e algumas prostaglandinas (Halliwell e Gutteridge, 2007) e tem 

papel na transdução de sinal, na expressão gênica e apoptose (Sies, 1999). 

 

2.2. Estresse Oxidativo 

Em situações normais (organismos sadios), a produção de espécies ativas de 

oxigênio e de nitrogênio, além de outros oxidantes, é balanceada pelos sistemas de defesa 

de antioxidantes do organismo. 

Estresse oxidativo refere-se à inadequada oxidação de biomoléculas levando a um 

dano celular, através das espécies reativas (Behl e Moosmann, 2002), ou seja, ocorre uma 

situação de desequilíbrio entre a produção de oxidantes e as defesas antioxidantes 

(Halliwell e Whiteman, 2004; Salvador e Henriques, 2004). 

O dano biomolecular pode ser causado pelo ataque direto de espécies reativas 

durante o estresse oxidativo, o qual pode ter como conseqüências: adaptação das células por 

up-regulation, injúria celular ou morte celular por apoptose ou necrose (Halliwell e 

Whiteman, 2004). 

As conseqüências danosas do estresse oxidativo têm sido envolvidas em uma 

variedade de doenças humanas, incluindo arteriosclerose e desordens do SNC. O sistema 

nervoso parece ser especialmente sensível à oxidação. Dano oxidativo em células nervosas 

tem sido encontrado em um grande número de desordens neurodegenerativas (Behl e 

Moosmann, 2002). 

Todos os organismos aeróbios estão expostos ao dano oxidativo. O tecido nervoso é 

o mais suscetível comparando com outros, devido ao alto consumo de oxigênio pelo 

cérebro (Halliwell e Gutteridge, 2007), a grande quantidade de lipídios insaturados na sua 

composição, deficiência nos mecanismos de proteção contra as ERO e concentrações 
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elevadas de ferro que favorecem a lipoperoxidação em determinadas áreas cerebrais. Além 

disso, a morte celular ou a alteração do gradiente iônico normal podem aumentar a 

liberação de glutamato, levando ao aumento excessivo de Ca2
+
 livre intracelular e Na+ em 

neurônios adjacentes resultando em alta produção de NO· e ERO. 

 

3. Estresse Oxidativo e Fenilcetonúria 

O estresse oxidativo tem sido sugerido como um participante na fisiopatologia de 

alguns erros inatos do metabolismo devido ao acúmulo de metabólitos tóxicos que podem 

levar à excessiva produção de radicais livres e/ou à diminuição das defesas antioxidantes 

(Wajner et al., 2004). Além disso, a terapia de dietas restritivas também pode alterar o 

status antioxidante dos pacientes contribuindo para o aumento de estresse oxidativo nestes 

pacientes (Artuch et al., 2004). 

Alguns estudos mostraram que pacientes com PKU sob dieta restrita em fenilalanina 

apresentavam baixos níveis de selênio eritrocitário e baixa atividade da GSH-Px sem 

apresentar sintomas sugestivos de deficiência de selênio (Wilke et al., 1992; Lombeck, 

Jochum e Terwolbeck, 1996). Wilke e colaboradores (1992) também demonstraram que 

essas deficiências estão associadas com aumento da lipoperoxidação, através da avaliação 

de produtos como o malondialdeído no plasma. E ainda, que após a suplementação com 

selênio, oligoelementos e vitaminas, crianças com PKU ou com hiperfenilalaninemia leve 

apresentaram níveis normais da atividade da GSH-Px. Distúrbios neurológicos foram mais 

freqüentemente 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 três fatores do sistema antioxidante em 

relação ao dano oxidativo em pacientes PKU (selênio, ubiquinona-10 (Q10) e atividades de 
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enzimas antioxidantes) concluíram que o status de selênio não é afetado em pacientes sob 

dieta. Os autores concluíram também que os níveis de Q10 tendem a diminuir com a idade 

do paciente e que a atividade da enzima catalase foi negativamente associada aos níveis 

plasmáticos de fenilalanina. 

Longhi e colaboradores (1987) confirmaram observações prévias de como a 

deficiência de micronutrientes pode ser prejudicial e como é alto o risco dessa deficiência 

em pacientes fenilcetonúricos. 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 extensão do dano oxidativo 

causado por vários erros inatos do metabolismo através da medida de tocoferol. Os níveis 

deste antioxidante foram especialmente baixos em pacientes não tratados com erros inatos 

do metabolismo energético. Adolescentes que abandonaram o tratamento apresentaram 

níveis de tocoferol no limite mínimo da taxa normal e após o tratamento com este 

antioxidante a deficiência foi corrigida nas doenças estudadas sendo, então, recomendado o 

uso deste antioxidante monitorado bioquimicamente. 

Martinez-Cruz e colaboradores (2002) demonstraram aumento de alguns 

marcadores de estresse oxidativo e indução significativa de dano morfológico em cérebro e 

cerebelo de filhotes de ratos fenilcetonúricos. Além disso, demonstraram que melatonina e 

outros antioxidantes são capazes de reverter completamente o dano induzido pela PKU 

nestes animais. 

Em trabalho realizado pelo nosso grupo foi demonstrado que a fenilalanina aumenta 

a quimiluminescência e reduz o potencial antioxidante total em amostras de cérebro de 

ratos in vitro e in vivo. A mesma ainda inibiu a atividade da enzima catalase in vitro e in 
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vivo e reduz a atividade da GSH-Px in vivo (Hagen et al., 2002). Estes são fortes indícios 

de que o estresse oxidativo faz parte da neuropatologia da PKU. 

Colome e colaboradores (2002) demonstraram que a concentração de Q10 está 

diminuída em linfócitos de pacientes fenilcetonúricos e, que esta deficiência está associada 

à alta concentração plasmática de fenilalanina. Posteriormente, este mesmo grupo avaliou a 

relação entre a baixa concentração sérica de Q10 e outros antioxidantes lipofílicos, 

concluindo que a lipoperoxidação parece estar envolvida na doença (Colome et al., 2003). 

Em estudo recente de pacientes fenilcetonúricos, foi demonstrado, através da 

avaliação de parâmetros de estresse oxidativo em eritrócitos e plasma, que estes pacientes 

apresentam estimulação da lipoperoxidação, deficiência na capacidade antioxidante e 

diminuição da atividade da GSH-Px (Sirtori et al., 2005; Sitta et al., 2006), além de um 

aumento da produção de espécies reativas (Sirtori et al., 2005). Também em 2005, Schulpis 

e colaboradores demonstraram que uma alta concentração de fenilalanina e uma diminuição 

no status antioxidante total plasmático de pacientes com uma “dieta frouxa” pode induzir a 

oxidação de DNA, evidenciada pela medida dos altos níveis de 8-hidróxi-2-

deoxiguanosina, a qual pode ser utilizada como marcador de aumento de risco de processos 

neurodegenerativos. 

 

4. Ácido Lipóico 

 O ácido lipóico (AL) ou ácido 1,2-ditiolano-3-pentanóico, também é conhecido 

como ácido tióico e lipoamida, é encontrado naturalmente na mitocôndria participando do 

ciclo de Krebs como cofator para as enzimas piruvato desidrogenase e -cetoglutarato 

desidrogenase (Sumathi et al., 1996; Hagen et al., 1999). Antes do isolamento desta 
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molécula, o AL fora descrito como uma vitamina, atualmente sabe-se que ele é sintetizado 

por animais e plantas (Carreu, 1979; Sumathi et al., 1996; D’Amico et al., 2004).  

 Diversos alimentos contem ácido lipóico, os mais ricos são o espinafre, o brocolis e 

o tomate (Lodge et al., 1997). Uma vez absorvido da dieta, o AL é transportado para dentro 

das células onde é reduzido á ácido diidrolipoico (ADHL) no citoplasma pela enzima 

glutationa redutase e na mitocôndria pela enzima diidrolipoamida desidrogenase (Packer et 

al., 1997; Moini, Packer e Saris, 2002), podendo ser reoxidado pela lipoamida 

desidrogenase (Biewenga et al., 1997). Segundo Packer e colaboradores (1995) de 21% a 

45% do total de ácido lipóico é reduzido a ácido diidrolipoico. 

Devido à fácil ingestão do ácido lipóico através da alimentação diária e sua rápida 

absorção pelo organismo, o AL vem sendo utilizado em diversos modelos animais como 

tratamento e prevenção de estresse oxidativo em patologias, como Alzheimer e Parkinson 

(Packer et al., 1997); isquemia-reperfusão (Roy et al., 1997), diabetes (Ziegler et al., 1999); 

SIDA (Síndrome da Imuno Deficiência Adquirida) (Fuchs et al., 1993) e até para o 

envelhecimento (Arivazhagan e Panneerselvam, 2000).  

Como o ácido tióico é uma molécula pequena, lipo e hidrossolúvel, pode atravessar 

facilmente as membranas celulares, incluindo a barreira hematoencefálica (Seaton et al., 

1996; Samuel et al., 2005; Muthuswamy et al., 2006). Sua importância metabólica já é 

conhecida há muitos anos, mas somente recentemente esta substância está sendo 

reconhecida como um poderoso antioxidante. Tanto a forma oxidada quanto a reduzida do 

ácido lipóico aproximam-se muito do ideal como antioxidante, apresentando especificidade 

na eliminação de radicais livres, induzindo a expressão de genes importantes na defesa 

antioxidante, quelando metais e interagindo com outros antioxidantes, incluindo a GSH 

(Packer et al., 1995). 
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O uso de ácido lipóico como agente terapêutico em erros inatos do metabolismo não 

é muito descrito na literatura científica, mas alguns trabalhos mostram uma melhora 

intelectual e neuropsicomotora em pacientes diariamente suplementados com AL para 

doenças do metabolismo do piruvato (Hommes et al., 1968; Blass, 1983; Matalon et al., 

1984). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Objetivo Geral 

 Avaliar o papel do ácido lipóico sobre o estresse oxidativo gerado pela fenilalanina 

em cérebro de ratos jovens. 
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Objetivos Específicos 

1) Investigar o efeito do pré-tratamento com ácido lipóico em cérebro de ratos submetidos a 

um modelo agudo experimental de hiperfenilalaninemia. 

 

2) Avaliar o efeito neuroprotetor do ácido lipóico in vitro contra uma concentração tóxica de 

fenilalanina. 
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“NEUROPROTECTION BY LIPOIC ACID IN AN ACUTE 

HYPERPHENYLALANINEMIA CHEMICALLY-INDUCED IN RATS”  

 

Tarsila Barros Moraes, Fernanda Zanin, Andrea da Rosa, Amanda de Oliveira, Juliana 

Coelho, Felipe Petrillo, Moacir Wajner, Clóvis Wannmacher, Angela Wyse, Carlos Severo 
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Although phenylketonuria (PKU) and hyperphenylalaninemias (HPA) are the most 

important inherited metabolic disorders of amino acids, the mechanisms of brain damage 

are poorly understood. These disorders lead to the accumulation of L-Phenylalanine (Phe) 

in the tissues and plasma of patients. The main clinical features are retarded development 

and intellectual impairment. Recent studies show that oxidative stress may be involved in 

neuropathology of PKU. Lipoic acid (LA) is considered a potent antioxidant and has been 

reported as an important therapeutic agent. This compound is well absorbed from diet and 

can cross the blood-brain barrier easily. In this work, was investigated the neuroprotective 

effects of a pretreatment with lipoic acid in a hyperphenylalaninemia animal model. Wistar 

rats from 11 to 13 days of life were subject to subcutaneous injections of α-methyl-

phenylalanina plus Phe with or without LA pretreatment while control group received 

saline. The pretreatment of LA prevented the inhibition provoked by Phe in activity of 

antioxidant enzymes, catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase 

(GSH-Px) and glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH). And also, it prevented Phe 

effects on total radical-trapping antioxidant potencial (TRAP), thiobarbituric acid reactive 

substances (TBA-RS), glutathione concentration (GSH) and 2’7’-dichlofluorescein 

techniques. We can conclude that LA can be an efficient antioxidant substance in the CNS 

against oxidative stress induced in a hyperphenylalaninemia animal model. If these results 

were observed in patients, it is possible that supplementation of lipoic acid in the diet may 

contribute to the treatment of the PKU as an additional therapeutic approach to the Phe-

restricted dietary treatment. 

Keywords: Phenylalanine; hyperphenylalaninemia; lipoic acid; oxidative stress 
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Phenylketonuria (PKU) and hyperphenylalaninemias (HPA) are recessive autosomal 

disorder caused by a severe deficiency of phenylalanine-4-hydroxilase (PAH) activity, a 

hepatic enzyme which converts L-phenylalanine (Phe) to L-tyrosine (Tyr), leading to the 

accumulation of Phe and metabolites in tissues and biological fluids. The high 

concentration of these substances seems to be toxic to the organism and to be involved in 

neuropathophysiology features of the disease which are growth failure, microcephaly, 

seizures and intellectual impairment (Scriver and Kaufman, 2001). Besides, the lack of 

tyrosine may cause disturbs on neurotransmitters production as dopamine and 

noradrenaline (Curtis et al., 1981). The mainly treatment required is a phe-restricted diet 

which consist of a restriction of protein-rich foods and a amino acids commercial 

supplementation without Phe (Start, 1998; Burgard, 2000). The early diagnostic done in a 

neonatal screening and a promptly treatment implementation is necessary to avoid mental 

retardation provoked by phe-accumulating (Burgard, 2000). 

 

Recently, both animal and patient studies have been shown the possible involvement of 

oxidative stress in pathophysiology of inborn errors of metabolism (Colomé et al., 2000; 

Wajner et al, 2004). In hyperphenylalaninemia, oxidative stress might be involved due to 

the toxicity generated by the accumulation of Phe, since it can lead to a free radicals 

overproduction and/or reduction in antioxidant status in disease (Sierra et al., 1998; Artuch 

et al., 2004; Colomé et al., 2007). High levels of Phe are capable to inhibit directly 

antioxidant enzymes activity as catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GSH-Px), 

increase lipid peroxidation and reduce the total reactive antioxidant potential (TRAP) in 

vitro and in hyperphenylalaninemia-induced rats (Hagen et al., 2002). Similar effects were 

also observed in plasma and erythrocytes of phenylketonuric individuals (Sirtori et al., 
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2005; Sitta et al., 2006; Sitta et al., 2009). Furthermore, the restricted diet required for the 

treatment of these patients may also alter their antioxidant status (Van Bakel et al., 2000; 

Schulpis et al., 2005). Martinez-Cruz et al. (2002) also reported the involvement of 

oxidative stress including morphological damage induced in phenylketonuric rats and the 

reverted effect by antioxidants. 

 

Free radicals are produced naturally in organism, but the excess of theses compounds 

caused by the overproduction and/or the diminished in antioxidants defenses lead to 

disturbances as enzymatic system defects, difficult membrane transport, mutations or other, 

as a result of protein, lipids and DNA damage (Halliwell and Gutteridge, 2007). Lipoic acid 

(LA) is synthesized in animal and vegetable tissues acting as a cofactor to Krebs cycle 

enzymes (Sumathi et al., 1996; Hagen et al., 1999; Moini et al., 2002), but levels of its free 

form in animal tissues are very low and it is not considered a suitable endogenous 

antioxidant (Halliwell and Gutteridge, 2007). So, the main sources of LA are green 

vegetables (Lodge et al., 1997) and it is rapidly absorbed from the diet, transported to cells 

and reduced to dihydrolipoic acid (DHLA) (Packer et al., 1997). These compounds have 

very low molecular weight and can easily pass through the blood-brain barrier (Samuel et 

al., 2005). Both lipoic acid and dihydrolipoic acid are potent antioxidants capable of 

scavenging free radicals, inducing antioxidant enzyme expression and chelating metals 

(Packer et al., 1997) and have been suggested in treatment and to prevent oxidative stress in 

many experimental models, such as Alzheimer and Parkinson diseases (Packer et al., 1997), 

ischemia-reperfusion injury (Roy et al., 1997), diabetes (Ziegler et al., 1999), AIDS (Fuchs 

et al., 1993), and ageing (Arivazhagan e Panneerselvam, 2000). 

 



 

33 

Some studies have suggested improvement on intellectual and motor performance of 

patients supplemented daily with lipoic acid in disorders of pyruvate metabolism (Hommes 

et al., 1968; Blass, 1983; Matalon et al., 1984). Therefore, the objective of this study was to 

investigate neuroprotective effects of lipoic acid pretreatment in a hyperphenylalaninemia-

induced model. 

 

Materials e Methods 

Reagents and equipments 

All chemicals were purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA). A double-beam 

spectrophotometer with temperature control (Hitachi U-2001), Wallac 1409 Scintillation 

Counter and Spectra max Gemini xps fluorometer were used for the measurements. 

Eppendorf 5417R (refrigerated version) and Eppendorf 5403 were used for the 

centrifugation procedures. 

 

Animals 

Eleven to thirteen days-old Wistar rats bred in the Department of Biochemistry, ICBS, 

UFRGS, were used. Rats were kept with dams until they were sacrificed. The dams had 

free access to water and 20% (w/w) protein commercial chow (Supra, Porto Alegre, RS, 

Brazil). They were maintained in a room with a 12:12 h light/dark cycle (lights on 7:00-

19:00 h) and with air conditioned controlled temperature (22 ± 1ºC). The “Principles of 

Laboratory Animal Care” (NIH publication # 80-23, revised 1996) were followed 

throughout the experiments. 

 

Experimental Design 
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The treatment was performed for three days and 5 to 7 days life Wistar rats were divided in 

four groups. Control group, received saline solution each day. LA group received 

100mg/Kg lipoic acid each day. Phenyl group received saline at the first day, 1.6 µmol/g α-

methylphenylalanine (α-MePhe, a phenylalanine hydroxilase inibitor) at the second day and 

2.1 µmol/g L-phenylalanine at the third day. Phenyl+LA group received 100mg/Kg lipoic 

acid at the first day, 1.6 µmol/g α-MePhe and 100mg/Kg LA at the second, and received 

2.1µmol/g phenylalanine and 100mg/Kg LA at the third day. Solutions were prepared each 

day and were administered by subcutaneous injections according to Hagen et al. (2002). 

 

In vitro experiments 

Homogenates were divided into four groups: control, LA, Phe and Phe+LA. The 

experimental design consisted of a pre-incubation and of an incubation of 1 hour each at 

37ºC.  In the pre-incubation, 0.1 mM LA was added to LA and Phe+LA groups while 

distilled water was added in control and Phe groups. After 1 hour, 20 mM L-phenylalanine 

was added to Phe and Phe+LA groups while distilled water was added in control and LA 

groups.  

 

Tissue Preparation 

One hour after the last injection, animals were killed by decapitation without anesthesia and 

the brain was immediately removed. The olfactory bulbs, cerebellum and pons/medulla 

were discarded. The rest of the brain (forebrain or cerebrum) was weighed and kept chilled 

until homogenization. The brain was homogenized 1:10 w/v in 20 mM sodium phosphate 

and 140 mM KCl (pH 7.4) buffer and centrifuged at 1000g for 10 min at 4ºC, and the 

supernatant was immediately used for measurements.  
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Catalase assay 

CAT activity was assayed using a double-beam spectrophotometer with temperature control 

(Hitachi U-2001). This method is based on the disappearance of H2O2 at 240 nm in a 

reaction medium containing 20 mM H2O2, 0.1% Triton X-100, 10 mM potassium 

phosphate buffer pH 7.0, and 0.1-0.3 mg protein/mL (Aebi, 1984). One CAT unit is defined 

as one mol of hydrogen peroxide consumed per minute and the specific activity is 

calculated as CAT units/mg protein. 

 

Superoxide dismutase assay 

SOD activity was determined according to Marklund (1985) based on pyrogallol 

autoxidation. At 420 nm pyragallol oxidation is analyzed per min in a mix with 50 mM 

Tris-HCl 1mM EDTA pH 8.2 buffer, 30 µM catalase, homogenate and 24 mM pyrogallol. 

A 50% inhibition is defined as unit of SOD and the specific activity is calculated as SOD 

units/mg protein. 

 

Glutathione peroxidase assay 

GSH-Px activity was measured using tert-butyl-hydroperoxide as substrate (Wendel, 1981). 

NADPH disappearance was monitored at 340 nm using a double-beam spectrophotometer 

with temperature control (Hitachi U-2001). The medium contained 2 mM glutathione, 0.15 

U/mL glutathione reductase, 0.4 mM azide, 0.5 mM tert-butyl-hydroperoxide and 0.1 mM 

NADPH. One GSH-Px unit is defined as one mol of NADPH consumed per minute and 

the specific activity is represented as GSH-Px units/mg protein. 
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Glucose-6-phosphate dehydrogenase assay 

Glucose-6-phosphate dehydrogenase was measured by the method of Leong and Clark 

(1984), in which the reaction mixture (1 mL) contained: 100 mM Tris-HCl pH 7.5, 10 mM 

MgCl2, 0.5 mM NADP
+
, and sample. The reaction was started by the addition of 1 mM 

glucose-6-phosphate and was followed in a spectrophotometer at 340 nm. One G6PDH unit 

corresponds to 1 µmol of substrate transformed per min and the specific activity is 

represented as units per mg protein. 

 

Total radical-trapping antioxidant potential (TRAP) 

TRAP was determined by measuring the chemiluminescence intensity of luminol induced 

by ABAP thermolysis (free radical source) in a scintillation counter (Lissi et al., 1992; 

Evelson et al., 2001). After adding 3 mL of 10 mM ABAP and 10 µL of 5.6 mM luminol to 

scintillation vials, the initial light intensity was obtained. Ten µL of 160 µM Trolox (water-

soluble α-tocopherol analogue) or 30 µL of samples were added to assess their antioxidant 

content and at this point, the luminescence intensity is practically abolished. The 

consumption of active antioxidants present in samples produces the return of the 

luminescence and the time required to this was compared to those obtained employing 

Trolox under identical experimental conditions. TRAP values were calculated as Trolox 

equivalents and were represented as nmol Trolox/mg protein. 

 

Reduced glutathione (GSH) content 

This method is based on the reaction of GSH with the fluorophore ο-phtalaldeyde (OPT) 

after deproteinizing the samples, and was measured according to Browne and Armstrong 
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(1998). Initially, metaphosphoric acid was used to deproteinize the samples, which were 

then centrifuged at 1000 g for 10 min. Briefly, to 100 µL of each supernatant were added 2 

mL of sodium phosphate buffer pH 8.0 and 100 µL OPT 1 mg/mL (prepared in metanol). 

The mixture was vortexed and allowed to stand in the dark for exactly 15 minutes. After 

that, the fluorescence was measured at λem= 420 nm and λex= 350 nm. A calibration curve 

was also performed with a commercial GSH solution, and the results were expressed as 

µmol GSH/mg protein. 

 

Thiobarbituric acid-reactive substances (TBA-RS) 

TBA-RS was measured according to Ohkawa et al. (1979). Briefly, to glass tubes were 

added, in order of appearence: 500 µL of tissue supernatant; 50 µL of SDS 8.1%; 1500 µL 

of 20% acetic acid in aqueous solution (v/v) pH 3.5; 1500 µL of 0.8 % thiobarbituric acid; 

and 700 µL of distilled water. The mixture was vortexed and the reaction was carried out in 

a boiling water bath for 1 hour. The mixture was allowed to cool on water for 5 min, and 

was centrifuged 750 g for 10 min. The resulting pink stained TBA-RS were determined 

spectrophotometrically at 532 nm.  A calibration curve was generated using 1,1,3,3-

tetramethoxypropane as a standard. TBA-RS were calculated as nmol TBA-RS/mg protein.  

 

Hydroxyl radical scavenging capacity 

To evaluate hydroxyl radical scavenger capacity a medium containing 100 µL 3 mM 2-

deoxy-D-ribose, 50 µL 20 µM FeSO4, 50 µL 100 µM EDTA, 50 µL 500 µM hydrogen 

peroxide, 50 µL 100 µM ascorbic acid, 50 µL sample and 150 µL 20 mM sodium 

phosphate buffer pH 7.4 with 140 mM KCl was incubated for 1 hour at 37ºC in the dark 
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(Winterbourn, 1987; Gutteridge, 1991). 2-deoxy-D-ribose is oxidized by hydroxyl radicals 

formed by FeSO4 and ascorbic acid releasing TBA-RS. After incubation, 150 µL 10% TCA 

and 500 µL 0,67% TBA was added and tubes were left for 1 hour at 100ºC in a boiling 

water bath. The tubes were rapidly cooled and the absorbance was measured 

spectrophotometrically at 532 nm. A calibration curve was generated using 1,1,3,3-

tetramethoxypropane as a standard. Results were expressed by % inhibition of TBA-RS 

production. 

 

2’7’dichlorofluorscein oxidation assay 

Reactive oxygen/nitrogen species production was measured following Lebel et al. (1992) 

method based on 2’7’-dichlorofluorscein (H2DCF) oxidation. The 30 µL samples were 

incubated for 30 min at 37ºC and dark with 30 µL 20 mM sodium phosphate and 140 mM 

KCl (pH 7,4) buffer and 240 µL 100 µM 2’7’-dichlorofluorscein diacetate (H2DCF-DA) 

solution in a 96 wells plate. H2DCF-DA is cleaved by cellular esterases and H2DCF formed 

is eventually oxidized by ROS or RNS presenting in samples. The last reaction produces 

the fluorescent compound DCF which was measured at 488 nm excitation and 525 nm 

emission and the results were represented by nmol DCF/mg protein. 

 

Protein determination 

Protein concentration was determined in samples using bovine serum albumin as a standard 

(Lowry et al., 1951).  
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Statistical analysis 

Statistical analysis was performed by one-way ANOVA, followed by the Tukey test for 

multiple comparisons using the Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) software 

in a PC-compatible computer. A value of p < 0.05 was considered to be statiscally 

significant. 

 

Results 

In vivo experiments 

Fig. 1 shows the activity of antioxidant enzymes in the treatments, the pretreatment with 

lipoic acid prevented the diminution on CAT [F(3,24) = 37.471, P < 0.05], GSH-Px 

[F(3,24) = 20.232, P < 0.05] and G6PD [F(3,24) = 37.556 P < 0.05] activities caused by 

hyperphenylalaninemia. Besides, SOD [F(3,28) = 29.102 P < 0.05] activity were prevented 

by pretreatment. The non-enzymatic antioxidant system was evaluated by TRAP and GSH 

content (Fig. 2) and the pretreatment with LA recovered the TRAP [F(3,24) = 33.044 P < 

0.05] and GSH [F(3,24) = 25.088 P < 0.05] levels significantly diminished by Phe 

accumulation. 

 

To evaluate lipid damage, we measured TBA-RS production (Fig. 3). Lipoperoxidation 

were increased in hyperphenylalaninemia model [F(3,24) = 32.771 P < 0.05] and LA 

pretreatment inhibited TBA-RS production induced by Phe administration. The hydroxyl 

radical scavenger capacity of the samples is showed in Fig. 4 and it can be seen that 

hyperphenylalaninemia model decreased hydroxyl radical scavenger capacity [F(3,24) = 
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21.344 P < 0.05], but the pretreatment with lipoic acid did not recovered the capacity to 

scavenger hydroxyl radicals. Finally, we evaluated the reactive species generation by 

measuring DCF production (Fig. 5) which were increased in Phe group the [F(3,24) = 

19.571 P < 0.05] and the lipoic acid pretreatment prevented this effect, showing that this 

antioxidant was able to efficiently detoxify reactive species produced. 

 

In vitro experiments 

The antioxidant enzyme activities measured from the in vitro experiments are shown in Fig. 

6. It can be seen that the presence of 20 mM Phe in homogenates significantly decreased 

the activity of CAT [F(3,24) = 7.57, P < 0.05] and G6PD [F(3,28) = 16.7 P < 0.05], and 

these effects were recovered by pre-incubation of the homogenates with 0.1 mM lipoic 

acid. The Phe group showed significantly decrease of SOD activity [F(3,24) = 70.9 P < 

0.05] and in groups previously exposed to lipoic acid the activity of this enzyme was 

increased. On the other hand, the activity of GSH-Px was not altered in the treatments 

studied [F(3,20) = 1.84 P > 0.05]. The non-enzymatic antioxidant system was evaluated by 

TRAP and GSH content (Fig. 7) and the pre-incubation with LA recovered TRAP [F(3,28) 

= 10.9 P < 0.05] but not GSH levels [F(3,20) = 17.3 P < 0.05] that were significantly 

decreased by Phe. 

 

Next, we measured TBA-RS production (Fig. 8), and Phe increased lipoperoxidation 

[F(3,28) = 18.2 P < 0.05], but LA pre-incubation did not prevent the lipid damage induced 

by Phe toxicity. The hydroxyl radical scavenger capacity of the samples is shown in Fig. 9 
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and it ca be seen that the excess of Phe in homogenates decreased the hydroxyl radical 

scavenger capacity [F(3,23) = 240.382 P < 0.05], but the pre-incubation with lipoic acid did 

not recovered the capacity to scavenger hydroxyl radicals. Finally, we measured the 

reactive species generation (Fig. 10). Phe increased DCF production [F(3,24) = 9.44 P < 

0.05] and lipoic acid pre-incubation was efficient to maintain this measure at the same level 

of the controls. 

 

Discussion 

Recently the involvement of oxidative stress in neuronal dysfunction caused by 

phenylketonuria has been proposed in many studies (Colomé et al., 2000; Wajner et al, 

2004). The role of Phe accumulation in free radicals production and reducing the 

antioxidant status has been described in experimental models and patients with PKU (Sierra 

et al., 1998; Hagen et al., 2002; Artuch et al., 2004; Sirtori et al., 2005; Sitta et al., 2006; 

Colomé et al., 2007; Sitta et al., 2009). In addition, it is possible that the current treatment 

required for the disease, a Phe-restricted diet, alter the antioxidant status of the patients 

(Van Bakel et al., 2000; Schulpis et al., 2005). Consequently, studies with antioxidant 

treatment in hyperphenylalaninemia have been increasing (Martinez-Cruz et al., 2002). 

 

In the present study, we evaluated the effect of a pretreatment with lipoic acid in rats 

subject to an acute hyperphenylalaninemia-induced model which is known to alter several 

parameters of oxidative stress. Initially, we study the activity of the antioxidant enzymes. 

Catalase is an enzyme that converts hydrogen peroxide into a water and oxygen molecule. 
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This enzyme was inhibited in hyperphenylalaninemic rats what can lead to hydrogen 

peroxide accumulation. Phe can inhibit CAT activity in vitro and in vivo (Hagen et al., 

2002), and LA can prevent this inhibition effect. In addition, LA is capable to scavenger 

hydrogen peroxide (Packer et al., 1995). A similar preventive effect of LA was obtained 

considering the inhibition of SOD activity in hyperphenylalaninemic rats. Again, LA has 

scavenging capacity against superoxide radicals (Packer et al., 1995). Our results also 

showed that hyperphenylalaninemia inhibits GSH-Px activity, which degrades hydrogen 

peroxide and other peroxides utilizing GSH and selenium (Se) as cofactors, and LA 

prevents this inhibition. It is known that Phe inhibits GSH-Px in vitro and in vivo (Hagen et 

al., 2002). In addition to this effect, LA has the ability to increase GSH (Packer et al., 1995, 

Packer et al., 1997), which is an essential cofactor of GSH-Px, helping to increase the 

activity of the enzyme. Dihydrolipoic acid, a LA derivative, also serves as an electron 

donor to glutathione peroxidase since it is a dithiol compound (Cao and Phillis, 1995). 

Considering that PKU patients under treatment may present Se deficiency (Wilke et al., 

1992, Sierra et al., 1998), the action of LA by all these mechanisms restoring GSH-Px 

activity may be very important. The last antioxidant enzyme evaluated in this work was 

G6PD, which activity decreased in Phe group. G6PD is an enzyme of pentose phosphate 

pathway that generates NADPH as a final product (Leong and Clark, 1984), an important 

compound to be used to recycling GSH from oxidized glutathione (GSSG) by the enzyme 

glutathione redutase (GR). So, the preservation of G6PD activity by LA is also another 

important factor to maintain enzymatic and non-enzymatic GSH antioxidant system 

working well.  
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The total reactive antioxidant potential and the glutathione content of the samples were 

decreased in brain hyperphenylalaninemic rats. This effect was prevented in the group that 

received LA pretreatment and GSH content was increased in the group that received LA 

alone. The diminution in TRAP and GSH content caused by Phe accumulation in animals 

suggests that an increase in free radicals may be present that compromises the antioxidant 

capacity of the samples. Hagen et al. (2002) have observed the same effect in in vivo and in 

vitro experiments. The increase of TRAP (which represents an inespecific non-enzymatic 

antioxidant parameter) in groups that received LA may be due to its ability to interact and 

improve the action of other antioxidants such as vitamin E, vitamin C, thioredoxin, 

ubiquinol and glutathione recycling system along with the fact that dihydrolipoic acid 

exhibits thiol reductase activity (Packer et al., 1995, Packer et al., 1997). GSH content was 

reduced in hyperphenylalaninemic group and was restored in rats that received LA 

pretreatment. Interestingly, it is known that LA induces the expression and activity of γ-

glutamyl-cysteine ligase (γ-GCL) that is a rate-limiting enzyme in the GSH synthesis 

(Bharath et al., 2002, Suh et al., 2003), and that DHLA has the ability to recycle GSH as 

mentioned above. 

 

To evaluate oxidative damage to lipids, TBA-RS was determined and data showed that Phe 

significantly increases this parameter. Increased malondialdehyde formation, a product of 

lipid peroxidation, has been detected in plasma of patients with PKU (Sirtori, et al., 2005, 

Sitta et al., in press). Many studies have shown that both LA and DHLA scavenge reactive 

species (Scott et al., 1994, Packer et al., 1995), so it is plausible that these compounds can 

inhibit lipoperoxidation that is triggered by many reactive species. On the other hand, the 
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decrease of antioxidant status caused by Phe could be responsible for the reduction in 

scavenger capacity of many free radicals, especially hydroxyl radicals, in 

hyperphenylalaninemia group.  

 

Besides, we observed that the decreased capacity to scavenger hydroxyl radicals caused by 

hyperphenylalaninemia was not prevented by pretreatment with LA. According to Teichert 

and Preiss (1992), from 21% to 45% of the lipoic acid administrated is converted to 

dihydrolipoic acid and this compound do not scavenge hydroxyl radicals generated by 

hydrogen peroxide, Fe ion and ascorbate system probably because DHLA increased the 

effectiveness of this system maintaining the sources of ascorbate as a reductant (Scott et al., 

1994, Packer et al., 1995). We cannot affirm that the results observed in Phe+LA group 

related to hydroxyl radical scavenger capacity is due to this fact, but it is a plausible 

possibility to explain that.  

 

The last parameter analyzed was DCF formation which represents an index of unespecific 

reactive species production. Hyperphenylalaninemia model increased the concentration of 

these compounds confirming that Phe leads to a reactive species overproduction. Rats that 

received LA maintained the production of reactive species at similar to that of controls, and 

this effect observed in our study must be due to LA and DHLA capacity to quenching 

specific free radicals and other reactive species as hydrogen peroxide and oxygen singlet 

(Packer et al., 1995, Packer et al., 1997). 
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We also analyzed if lipoic acid was capable to prevent the alterations caused by Phe on the 

same parameters of oxidative stress in vitro. In fact, this was the case considering the 

activity of antioxidant enzymes, TRAP, and DCF. These effects were also observed in 

previous in vivo experiments. So, we can suppose that the mechanisms responsible by LA 

effect occur even in a dysrupted tissue preparation, like as homogenates, strenghting the 

hypothesis for a LA direct scavenging action. On the other hand, LA was not capable to 

prevent Phe alterations on GSH content, TBA-RS, and hydroxyl radical scavenging 

capacity.     

 

Oxidative stress is a disequilibrium between the amount of oxidants and antioxidants in 

favor to oxidants (Halliwell and Gutteridge, 2007), what can potentially lead to damage. In 

normal conditions, there is a balance between reactive species generation and their removal 

by antioxidants that is the redox homeostasis whose main mechanism is the redox signaling 

that leads to an expression of antioxidant enzymes and the increase in intracellular 

glutathione (Dröge, 2002). According to Halliwell and Gutteridge (2007), antioxidants are 

substances that, in low concentrations, are able to compete with oxidizable substrates 

inhibiting their oxidation. Lipoic acid and its reduced form, DHLA, are considered as ideal 

antioxidants for their capacity of chelating metals, quenching specific radicals, interact with 

other antioxidants and induce gene expression (Packer et al., 1995). Due to the low 

concentration of LA in organism, its exogenous supplementation for treatment in 

conditions of oxidative stress has been successful in many cases (Packer et al., 1995, 

Packer et al., 1997, Hermes-Lima, 2004). 
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The hyperphenylalaninemia model used in this study induces oxidative stress in the brain of 

Wistar rats probably indicating that there is an involvement of oxidative damage in 

pathophysiology of the disease. Considering the data reported in this work, an antioxidant 

treatment may be important to avoid the oxidative stress promoted by 

hyperphenylalaninemia since the pretreatment with lipoic acid have shown to be efficient in 

improving activity of antioxidant enzymes, increasing non-enzymatic antioxidant defenses 

and reduction in lipid damage and reactive species production. Considering that the usually 

treatment required in phenylketonuria is a Phe-restricted diet that is low in antioxidants 

(Van Bakel et al., 2000; Schulpis et al., 2005), probably a diet supplemented with 

antioxidants should be an additional therapy suitable to these patients, since it can improve 

the redox homeostasis. More studies must be done to understand how Phe induce oxidative 

stress and LA prevents it and if these results were observed in patients a supplemented diet 

with antioxidants, especially LA, could be important in PKU treatment. 
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Fig. 1 Effect of acute hyperphenylalaninemia-induced model with and without LA 

pretreatment on antioxidant enzymes activities in cerebral from young rats: catalase (A), 

superóxide dismutase (B), glutathione peroxidase (C) and glucose-6-phosphate 

dehydrogenase (D). Results are mean ± SD (n=7-8), * p<0.05 compared to control (Tukey 

test). 

 

Fig. 2 Effect of acute hyperphenylalaninemia-induced model with and without LA 

pretreatment on antioxidant content non-enzymatic in cerebral from young rats: total 

reactive antioxidant potencial (A) and total content of intracellular glutathione (B). Results 

are mean ± SD (n=7), * p<0.05 compared to control (Tukey test). 

  

Fig. 3 Effect of acute hyperphenylalaninemia-induced model with and without LA 

pretreatment on production of tiobarbituric acid reactive species (TBA-RS) in cerebral from 

young rats. Results are mean ± SD (n=7), * p<0.05 compared to control (Tukey test). 

 

Fig. 4 Effect of acute hyperphenylalaninemia-induced model with and without LA 

pretreatment on hydroxyl radical scavenger capacity in cerebral from young rats. Results 

are expressed in percentage of the control (n=7), * p<0.05 compared to control (Tukey 

test). 

 

Fig. 5 Effect of acute hyperphenylalaninemia-induced model with and without LA 

pretreatment on reactive species production in cerebral from young rats. Results are mean ± 

SD (n=7), * p<0.05 compared to control (Tukey test). 
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Fig. 6 Effect in vitro of Phe toxicity with and without the LA pretreatment on antioxidant 

enzymes activities in cerebral from young rats: A, catalase (n=7); B, superóxide dismutase 

(n=7); C, glutathione peroxidase (n=6) and D, glucose-6-phosphate dehydrogenase (n=8). 

Results are mean ± SD, * p<0.05 compared to control (Tukey test). 

 

Fig. 7 Effect in vitro of Phe toxicity with and without the LA pretreatment on antioxidant 

content non-enzymatic in cerebral from young rats: A, total reactive antioxidant potencial 

(n=8) and B, total content of intracellular glutathione (n=6). Results are mean ± SD, * 

p<0.05 compared to control (Tukey test). 

  

Fig. 8 Effect of in vitro of Phe with and without the LA pretreatment on production of 

tiobarbituric acid reactive species in cerebral from young rats. Results are mean ± SD 

(n=8), * p<0.05 compared to control (Tukey test). 

 

Fig. 9 Effect of in vitro of Phe with and without the LA pretreatment on hydroxyl radical 

scavenger capacity in cerebral from young rats. Results are expressed in percentage of the 

control (n=7, except to Phe group, n=6), * p<0.05 compared to control (Tukey test). 

 

Fig. 10 Effect of in vitro of Phe with and without the LA pretreatment on reactive species 

production in cerebral from young rats. Results are mean ± SD (n=7), * p<0.05 compared 

to control (Tukey test). 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 5  
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Figure 6  
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Figure 7 
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Figure 8 
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Figure 9 
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Figure 10 
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Capítulo III – Resultados não incluídos em artigos. 

 

Materiais e Métodos 

Animais e Reagentes 

Para a realização dos experimentos foram utilizados aproximadamente 50 ratos 

Wistar de sete dias de vida, nascidos e criados no Departamento de Bioquímica do Instituto 

de Ciências Básicas da Saúde da UFRGS. As matrizes tinham livre acesso à água e à ração 

comercial padrão (Germani, Porto Alegre, RS, Brasil), contendo 20,5 % de proteínas 

(predominantemente de semente de soja), 54 % de carboidratos, 4,5 % de fibras, 4 % de 

lipídios, 7 % de cinzas e 10 % de umidade. A temperatura da sala onde os ratos 

permaneciam até o dia de seu sacrifício era mantida em 24±1ºC, com um ciclo de claro-

escuro de 12-12 horas. Os “Princípios de Cuidados aos Animais de Laboratório” 

(publicação do NIH nº 85-23, revisado em 1985) foram seguidos em todos os 

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

USA. 

 

Modelo agudo de hiperfenilalaninemia 

Ratos Wistar de 11 a 13 dias de vida foram utilizados durante os três dias de 

injeções subcutâneas para a realização do modelo agudo de hiperfenilalaninemia, de acordo 

com Hagen e colaboradores (2002) com modificações. Os animais foram divididos em 4 

grupos onde o grupo controle recebeu solução salina e o grupo AL recebeu uma dose de 

100 mg/kg nos três dias. Já os animais do modelo de hiperfenilalaninemia (grupo Phe) 

receberam, no primeiro dia, solução salina e o grupo Phe+AL recebeu a mesma dose do 

grupo AL. No segundo dia, o grupo Phe recebeu uma dose de 1,6 µmol/g de α-Metil-
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fenilalanina (inibidor da PAH) e o grupo Phe+AL recebeu além da dose de ácido lipóico 

1,6 µmol/g de α-Metilphenilalanina. No último dia, o grupo Phe recebeu 2,1 µmol/g de L-

fenilalanina e o grupo Phe+AL recebeu 100 mg/kg de ácido lipóico + 2,1 µmol/g de L-

fenilalanina, e após 1 hora da última injeção os animais foram sacrificados. 

 

Preparação do tecido 

Nos dias dos experimentos, os ratos foram sacrificados por decapitação, sem 

anestesia, sendo seus cérebros imediatamente removidos, descartando-se o cerebelo, bulbos 

olfatórios, ponte e medula. Os cérebros foram então pesados e mantidos no gelo até serem 

homogeneizados em tampão de homogeneização (tampão fosfato de sódio 20 mM com 

KCL 140 mM, pH 7,4) numa relação de 1:5 de peso e volume. Em seguida, o 

homogeneizado foi centrifugado a 1000g por 10 minutos a 4ºC, sendo o sobrenadante 

usado para a medida dos parâmetros de dano protéico. 

 

Curvas de concentração 

Para determinar as concentrações de AL e de Phe a serem utilizadas no experimento 

in vitro foram realizadas curvas de concentrações de 0,01, 0,1, 0,25, 0,5 e 1,0 mM de ácido 

lipóico e 1, 5, 10 e 20 mM de fenilalanina. As curvas foram realizadas separadamente e 

com a incubação no homogeneizado por 1 hora a 37ºC e a técnica utilizada como parâmetro 

de dano foi TBA-RS descrito em seguida. 

 

Experimentos in vitro 

As amostras foram divididas em quatro grupos: controle, AL, Phe e Phe + AL. O 

experimento constou de uma pré-incubação e de uma incubação de 1 hora cada, a 37 º C. 
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Na pré-incubação, 0,1 mM de ácido lipóico foi adicionado aos grupos AL e Phe + AL 

enquanto nos grupos controle e Phe foram adicionados água destilada. Após 1 hora, 20 mM 

L-fenilalanina foi adicionado no grupo Phe e Phe + AL enquanto a água destilada foi 

adicionada no controle e no grupo AL. 

 

Medida do conteúdo de grupos carbonila 

Esta medida foi realizada de acordo com o método de Reznick e Packer (1994). As 

proteínas modificadas oxidativamente expõem grupos carbonila nos resíduos de seus 

aminoácidos, sendo este então um marcador de modificação oxidativa em proteínas. O 

método baseia-se na reação dos grupos carbonilas com dinitrofenil hidrazina (DNPH) em 

banho-maria de 60º C, formando uma dinitrofenil hidrazona correspondente, lida em 

espectrofotômetro a 370 nm. Os resultados foram expressos em conteúdo de carbonila/mg 

de proteína. 

 

Medida de tióis totais 

Este parâmetro foi realizado de acordo com o método de Aksenov e Markesbery 

(2001). A oxidação dos tióis livres da amostra leva à formação de pontes dissulfeto; o ácido 

ditionitrobenzóico (DTNB), reagente de cor, é reduzido pelos tióis não oxidados, gerando 

um derivado amarelo (TNB), lido espectofotometricamente a 412 nm. Com isso o método 

determina os tióis totais da amostra. Os resultados foram expressos em nmol de TNB/mg de 

proteína. 

 

Substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBA-RS) 
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A medida das TBA-RS foi realizada de acordo com o método de Esterbauer e 

Cheeseman (1990). Após a incubação do homogeneizado, 150 μL deste foram adicionados 

a 300 μL de ácido tricloroacético 10 % (TCA) e centrifugado a 300g por 10 min. Trezentos 

μL do sobrenadante foram transferidos para um tubo Pyrex e incubados com 300 μL de 

ácido tiobarbitúrico (TBA) 0.67 % em sulfato de sódio 7,1 %, em banho fervente por 25 

min. A mistura foi esfriada em água gelada por 5 min. Durante o aquecimento é formado 

um composto rosa, que foi medido espectofotometricamente a 532 nm. Esta coloração é 

proporcional à quantidade de malondialdeído formado. Uma curva de calibração foi feita, 

utilizando 1,1,3,3-tetrametoxipropano como padrão. TBA-RS foi calculado como nmol 

TBA-RS/mg proteína. 

 

Determinação de proteínas 

A concentração de proteínas foi determinada no homogeneizado, pelo método de 

Lowry e colaboradores (1951) utilizando albumina bovina como padrão. 

 

Análise estatística 

A análise estatística foi realizada pela análise de variância de uma-via (ANOVA), seguida 

pelo teste de Tukey para múltipla comparação quando o valor de F foi significativo. Todas 

as análises foram realizadas através do software Statistical Package for the Social Sciences 

(SPSS). As diferenças foram consideradas significativas quando p<0,05. Todos os 

resultados foram expressos em média ± desvio padrão (DP). 

 

Resultados 
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A figura 1 mostra que as concentrações de Phe que aumentaram significativamente 

a produção de TBA-RS no homogeneizado foram as de 10 e 20 mM de fenilalanina 

[F(4,25) = 6,523, P < 0,05]. A figura 2 mostra que as concentrações de ácido lipóico que 

não alteraram as TBA-RS em relação ao controle foram as de 0,01 e 0,1 mM [F(5,18) = 

24,052, P < 0,05]. 

 

 

 

Figura 1. Efeito in vitro da fenilalanina em diversas concentrações sobre o conteúdo de 

TBA-RS em cérebro de ratos jovens. Resultados expressos em média ± desvio padrão, n=6. 

*P<0,05 em relação ao controle (Teste de Tukey). 
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Figura 2. Efeito do ácido lipóico em diversas concentrações sobre o conteúdo de TBA-RS 

em cérebro de ratos jovens. Resultados expressos em média ± desvio padrão, n=4. *P<0,05 

em relação ao controle (Teste de Tukey). 

 

 

 

Os parâmetros de dano protéico estão representados nas figuras 3 e 4. Os resultados 

não mostram alteração no conteúdo de carbonilas nos experimentos in vivo [F(3,24) = 

2,301, P > 0,05] e in vitro [F(3,20) = 1,805, P > 0,05]. O conteúdo de tióis totais das 

amostras também não foi alterado no modelo agudo da hiperfenilalaninemia [F(3,20) = 

2,577, P > 0,05] e pela adição de Phe in vitro [F(3,24) = 2,458, P > 0,05]. 
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Figura 3. Conteúdo de carbonilas formado. A, efeito in vitro (n=6) do AL (0,1 mM) e da 

Phe (20 mM). B, efeito in vivo (n=7) dos tratamentos com AL (100 mg/Kg) e Phe (1,6 

µmol/g de α-MePhe + 2,1 µmol/g de Phe). Resultados expressos em média ± desvio 

padrão, n=4. Não houve diferença estatística entre os grupos (ANOVA). 

 

 

 

Figura 4. Conteúdo de tióis totais. A, efeito in vitro (n=7) do AL (0,1 mM) e da Phe (20 

mM). B, efeito in vivo (n=6) dos tratamentos com AL (100 mg/Kg) e Phe (1,6 µmol/g de α-

MePhe + 2,1 µmol/g de Phe). Resultados expressos em média ± desvio padrão, n=4. Não 

houve diferença estatística entre os grupos (ANOVA). 
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Discussão 

 Muitos trabalhos vêm descrevendo o envolvimento do estresse oxidativo em erros 

inatos do metabolismo (Colomé et al., 2000; Wajner et al, 2004). O papel da toxicidade 

causada pela Phe na produção de radicais livres e/ou na redução de antioxidantes tem sido 

investigado em pesquisas com modelos experimentais e pacientes (Serra et al., 1998; Hagen 

et al., 2002; Artuch et al., 2004; Sirtori et al. 2005; Sitta et al., 2006; Colomé et al., 2007; 

Sitta et al., 2009). Além do efeito direto da Phe no dano oxidativo, é possível que o próprio 

tratamento aplicado para a doença, uma dieta restrita em proteínas, altere o status 

antioxidante dos pacientes (Van Bakel et al., 2000; Schulpis et al., 2005). Sendo assim, tem 

sido proposto o tratamento com antioxidantes para a hiperfenilalaninemia (Martinez-Cruz 

et al., 2002). 

Neste trabalho procuramos avaliar o papel do ácido lipóico como antioxidante frente 

à toxicidade da fenilalanina em modelos experimentais in vitro e in vivo em termos de 

estresse oxidativo gerado. Para isso, em primeiro lugar foi proposto um pré-tratamento com 

ácido lipóico em um modelo agudo de hiperfenilalaninemia e posteriormente, a fim de 

tentar avaliar o mecanismo de ação envolvido, foi realizado um estudo in vitro com uma 

concentração de Phe acima do encontrado e plasma de pacientes fenilcetonúricos para 

evidenciar seus efeitos tóxicos. 

Inicialmente, as enzimas a atividade das enzimas antioxidantes foram analisadas e 

os resultados mostraram que a Phe inibiu a atividade da CAT, SOD, GSH-Px e G6PD. A 

catalase é uma enzima que converte peróxido de hidrogênio em uma molécula de oxigênio 

e água. Esta enzima foi inibida em ratos fenilcetonúricos o que pode levar ao acúmulo de 

peróxido de hidrogênio. Phe inibe a atividade da CAT tanto in vitro quanto in vivo (Hagen 

et al., 2002), e o AL pôde prevenir esse efeito inibitório. Além disso, o AL é capaz de 
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eliminar diretamente peróxido de hidrogênio (Packer et al., 1995). O mesmo efeito protetor 

do AL observado considerando a inibição da atividade da SOD em ratos com 

hiperfenilalaninemia. Novamente, o AL também é capaz de eliminar diretamente radicais 

superóxido (Packer et al., 1995). Nossos resultados também mostraram que o modelo de 

hiperfenilalaninemia inibe a atividade da GSH-Px, que degrada a água oxigenada e outros 

peróxidos utilizando GSH e selênio (Se) como cofactores, o AL impede essa inibição. É 

sabido que Phe inibe GSH-Px in vitro e in vivo (Hagen et al., 2002). Além deste efeito, o 

AL tem a capacidade de aumentar a GSH (Packer et al., 1995, Packer et al., 1997), que é 

um cofator essencial da GSH-Px, ajudando a aumentar a atividade da enzima. O ácido 

diidrolipóico, um derivado AL, também serve como um doador de elétrons glutationa 

peroxidase, uma vez que é um ditiol composto (Cao e Phillis, 1995). Considerando que 

pacientes de PKU sob tratamento podem apresentar deficiência em Se (Wilke et al., 1992, 

Serra et al., 1998), a ação de AL nestes mecanismos de restauração da atividade da GSH-Px 

pode ser muito importante. A última enzima antioxidante avaliada neste trabalho foi G6PD, 

que diminuiu sua atividade no grupo Phe. G6PD é uma enzima da via das pentoses fosfato 

que gera NADPH como um produto final (Leong e Clark, 1984), um importante complexo 

de ser utilizados para reciclagem de GSH glutationa oxidada (GSSG) pela enzima 

glutationa redutase (GR). Portanto, a preservação da atividade G6PD pelo AL também é 

outro fator importante para manter os sistemas antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos 

funcionando normalmente. 

 O potencial antioxidante total e o conteúdo de glutationa das amostras estavam 

diminuídos no cérebro ratos com hiperfenilalaninemia. Este efeito foi inibido no grupo que 

recebeu o pré-tratamento de AL e os níveis de GSH ainda aumentou no grupo que recebeu 

somente AL. A diminuição no TRAP e no conteúdo de GSH causada por acúmulo de Phe 
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nos animais sugere que um aumento de radicais livres possa estar presente comprometendo 

a capacidade antioxidante das amostras. Hagen e colaboradores (2002) observaram o 

mesmo efeito, in vivo e in vitro experimentos. O aumento de TRAP (parâmetro inespecífico 

de antioxidantes não-enzimáticos) nos grupos que receberam AL pode ser devido à sua 

capacidade de interagir e melhorar a ação de outros antioxidantes, como a vitamina E, 

vitamina C, tioredoxina, ubiquinol e na reciclagem da glutationa, já que o ácido 

diidrolipóico possui atividade como tiol redutase (Packer et al., 1995, Packer et al., 1997). 

O conteúdo de GSH encontrou-se diminuído no grupo hiperfenilalaninemico e foi 

restaurado aos níveis normais nos ratos que receberam tratamento prévio AL. 

Curiosamente, sabe-se que AL induz a expressão da enzima de γ-glutamil-cisteína ligase 

(GCL-γ) que é uma enzima limitante na síntese GSH (Bharath et al., 2002, Suh et al., 

2004), e que DHAL tem a capacidade de reciclar GSH como mencionado acima. 

Para avaliar dano oxidativo a lipídios, TBA-RS foi determinado e os dados 

mostraram que Phe aumenta significativamente este parâmetro. Aumento na formação de 

malondialdeído, um produto da peroxidação lipídica, foi detectado no plasma de pacientes 

com fenilcetonúria (Sirtori, et al., 2005, Sitta et al., no prelo). Muitos estudos têm 

demonstrado que ambos AL e DHAL são capazes de eliminar espécies reativas (Scott et al., 

1994, Packer et al., 1995), por isso, é plausível que estes compostos possam inibir a 

lipoperoxidação que é desencadeada por diversas espécies reativas. Por outro lado, a 

diminuição da defesa antioxidante causada por Phe poderia ser responsável pela redução na 

capacidade scavenger de muitos radicais livres, principalmente radicais hidroxila, no grupo 

com hiperfenilalaninemia. 

Também foi observado que a diminuição na capacidade de interceptar radical 

hidroxila causada pela hiperfenilalaninemia não foi inibida pelo pré-tratamento com AL. 
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Segundo a Teichert e Preiss (1992), de 21% a 45% do ácido lipóico administrado é 

convertido a diidrolipoico e este composto não elimina radicais hidroxila gerados pelo 

sistema contendo peróxido de hidrogênio, íons Fe e ascorbato provavelmente porque 

DHAL aumenta a eficácia deste sistema mantendo as fontes de ascorbato como redutor 

(Scott et al., 1994, Packer et al., 1995). Não podemos afirmar que os resultados observados 

no grupo Phe + AL relacionadas à capacidade de eliminar radical hidroxila é devido a este 

fato, mas é uma possibilidade plausível para explicar a não prevenção do AL. 

O último parâmetro analisado foi a formação de DCF que representa um índice 

inespecífico de produção de espécies reativas. O modelo de hiperfenilalaninemia aumentou 

a concentração destes compostos confirmando que a Phe gera uma superprodução espécies 

reativas. Os ratos que receberam AL mantiveram a produção de espécies reativas em níveis 

semelhante ao dos controles, e este efeito observado em nosso estudo deve ser devido à 

capacidade do AL e DHAL para neutralizarem radicais livres específicos e outras espécies 

reativas como peróxido de hidrogênio e o oxigênio singleto (Packer et al., 1995, Packer et 

al., 1997). 

 Além disso, foi analisada a capacidade do ácido lipóico em impedir as alterações 

provocadas pela Phe sobre os mesmos parâmetros de estresse oxidativo in vitro. E essa 

proteção foi verificada considerando a atividade das enzimas antioxidantes, TRAP, e DCF. 

Estes efeitos também foram observados nos últimos experimentos in vivo. Portanto, 

podemos supor que os mecanismos responsáveis pela proteção do AL também em 

homogeneizado, confirmando a hipótese de um mecanismo de ação direto do AL. Por outro 

lado, o AL não foi capaz de impedir as alterações provocadas pela Phe no conteúdo de 

GSH, TBA-RS, e na capacidade de interceptar radicais hidroxilas. 
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Já no segundo capítulo foram realizados os dois tipos de experimentos, in vitro e in 

vivo, para determinar o dano protéico gerado pela fenilalanina e o efeito protetor do AL 

frente a essa toxicidade. Além disso, foram realizadas curvas de concentração de AL e de 

Phe a fim de definir as concentrações a serem usadas em todos os experimentos in vitro 

realizados. E pelos resultados demonstrados é possível perceber que nem no modelo de 

hiperfenilalaninemia tampouco nos experimentos in vitro foi gerado dano protéico em 

termos de conteúdo de carbonilas formadas e de grupos tióis totais. Este resultado sugere 

que o tempo de exposição das amostras a Phe não foi suficiente para a formação de dano 

em nível de proteínas contidas. Possivelmente em um modelo crônico de fenilcetonúria seja 

possível observar esse efeito uma vez que somente pacientes tardiamente tratados 

apresentaram formação de dano protéico (Sitta et al., no prelo). 

 As curvas de Phe e de AL foram realizadas através da técnica de TBA-RS para 

serem avaliadas concentrações, de Phe capaz de gerar maior dano e de AL que não alterasse 

os níveis do controle. Tendo em vista que o cérebro é altamente susceptível ao dano 

lipídico devido, entre outros, às baixas defesas antioxidantes, alto consumo de oxigênio e 

alta quantidade de lipídios no SNC, possivelmente o primeiro tipo de dano a ser gerado será 

a lipoperoxidação. Os resultados mostram que as concentrações de 10 e 20 mM de Phe 

foram aquelas capazes de gerar dano lipídico, sendo assim a concentração final de 20 mM 

foi escolhida para os experimentos a fim de garantir a geração do dano. Já no caso da curva 

de AL é possível perceber que as concentrações de 0,01 e de 0,1 mM foram as 

concentrações que não alteraram os níveis do controle, a concentração de 0,1 mM foi 

escolhida para os experimentos in vitro para garantir que os efeitos gerados pela toxicidade 

da Phe pudessem ser revertidos no pré-tratamento com essa concentração de AL. Além 



 

80 

disso, alguns trabalhos mostram a eficácia desta concentração de AL para experimentos in 

vitro (Tirosh et al., 1998, Bharath et al., 2002). 

Assim, pode-se dizer que a Phe gerarou estresse oxidativo nas amostras submetidas 

a hiperfenilalaninemia, ou seja, causou um desequilíbrio entre a quantidade de oxidantes e 

antioxidantes em favor das moléculas oxidantes (Halliwell and Gutteridge, 2007), o que 

pode potencialmente levar a danos. Em condições normais existe um equilíbrio entre a 

geração de espécies reativas e sua remoção por agentes antioxidantes que é a homeostase 

redox cujo principal mecanismo é a sinalização redox que leva a uma cascata de sinais a 

fim de induzir a expressão de enzimas antioxidantes e o aumento dos níveis glutationa 

intracelular (Dröge, 2002). De acordo com Halliwell e Gutteridge (2007), os antioxidantes 

são substâncias que em baixas concentrações são capazes de competir com substratos 

oxidáveis inibindo sua oxidação. O AL e sua forma reduzida, DHAL são consideradas 

antioxidantes idéias, pois interceptam diretamente radicais livres específicos e metais, 

interagem com outros antioxidantes e induzem expressão gênica de enzimas antioxidantes 

(Packer et al., 1995). Devido à baixa concentração de AL no organismo, a sua 

suplementação exógena por um tratamento em condições de estresse oxidativo tem sido 

bem sucedida em muitos casos (Packer et al., 1995, Packer et al., 1997, Hermes-Lima, 

2004).  

O modelo de hiperfenilalaninemia induziu estresse oxidativo no cérebro de ratos 

Wistar, indicando que provavelmente há um envolvimento do dano oxidativo na 

fisiopatologia da doença. Segundo os dados apresentados neste trabalho, um tratamento 

antioxidante pode ser importante para evitar o estresse oxidativo promovido pela 

fenilcetonúria, já que o pré-tratamento sugerido com AL demonstrou-se eficaz na melhoria 

da atividade de enzimas antioxidantes, aumentando as defesas antioxidantes não-
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enzimáticas, na redução do dano lipídico e espécies reativas produzidas. Considerando que 

o tratamento normalmente exigido para a PKU que é uma dieta restrita e pobre em 

antioxidantes (Van Bakel et al., 2000; Schulpis et al., 2005), provavelmente uma dieta 

suplementada com AL deve ser uma terapia complementar melhor a estes pacientes, uma 

vez que ela pode melhorar a homeostase redox. Estudos devem ser realizados para 

compreender como Phe induzir estresse oxidativo e como o AL o previne e se estes 

resultados forem observados em pacientes, uma dieta suplementada com antioxidantes pode 

ser importantes no tratamento fenilcetonuria. 
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Conclusões 

 De acordo com os resultados obtidos no trabalho podemos concluir que: 

1. O pré-tratamento com 100 mg/Kg ácido lipóico foi eficaz na proteção contra geração de 

estresse oxidativo em cérebro de ratos no modelo agudo de hiperfenilalaninemia, visto que 

preveniu a diminuição da capacidade antioxidante enzimática e não-enzimática, e aumento 

da lipoperoxidação e de radicais gerados pelo acúmulo de Phe. 

2. O ácido lipóico in vitro foi capaz de prevenir a inibição de enzimas antioxidantes causada 

pela toxicidade da fenilalanina além da diminuição de antioxidantes totais e do aumento de 

espécies reativas, porém a concentração utilizada de AL não se mostrou eficaz em reverter 

efeitos gerados na quantidade de GSH intracelular, na capacidade de eliminar radicais 

hidroxilas e o dano lipídico gerado. 

3. Os modelos experimentais estudados in vivo e in vitro não foram capazes de gerar dano 

protéico em termos de conteúdo de grupos carbonilas e sulfidrilas. 

4. Sendo assim, concluímos que o estresse oxidativo gerado pelo acúmulo de Phe pode ser 

prevenido pelo ácido lipóico, principalmente in vivo. É importante salientar que muitos 

estudos ainda devem ser realizados antes que se possa sugerir uma dieta suplementada com 

AL a fim de avaliar os possíveis efeitos gerados por uma suplementação, mas uma dieta 

acrescida de ácido lipóico pode vir a ser uma alternativa adicional no tratamento de 

pacientes fenilcetonúricos. 
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Perspectivas 

1. Avaliar o efeito do AL em um modelo crônico de fenilcetonúria em termos de 

estresse oxidativo. 

2. Produzir uma dieta acrescida de AL e analisar a possível proteção gerada em 

modelos de ratos fenilcetonúricos. 

3. Avaliar possíveis danos em termos de comportamento e cognição causados pela 

administração crônica de α-MePhe e Phe com e sem pré-tratamento com ácido lipóico. 

4. Analisar a formação de dano de DNA em modelos animais de PKU. 

5. Identificar possíveis mecanismos de sinalização celular utilizados pelo AL em 

modelos de PKU. 
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