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Este trabalho foi elaborado na forma de um manuscrito, conforme as

instrucdes para autores ( em anexo) da revista Metabolic Brain Disease.
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RESUMO

A fenilcetontria (PKU) é um erro inato do metabolismo dos aminoacidos causado
pela deficiéncia severa ou auséncia da atividade da enzima fenilalanina hidroxilase
(PAH) hepética levando ao acimulo de fenilalanina (Phe) e dano neurolégico. Os
mecanismos pelos quais a Phe provoca disfungdo neurolégica s&o multiplos e
pouco conhecidos, em parte pela dificuldade de acesso ao tecido nervoso. (@
citoesqueleto é formado por filamentos intermediarios, microfilamentos e
microttibulos, cuja fungdo é regulada, em parte, por seu estado de fosforilagéo.
Considerando que a Phe altera a fosforilagéo de proteinas do citoesqueleto de
cortex cerebral de ratos, decidimos investigar o efeito da fenilalanina 2mM sobre a
fosforilacédo da vimentina, um filamento intermediério, em células mononucleares
humanas para avaliar se os efeitos observados no cérebro de ratos também
ocorrem nestas células. Células mononucleares obtidas de voluntarios normais
foram pré-incubadas com ou sem (controle) fenilalanina 2mM a 30°C e
posteriormente incubadas com 60uCi de **P ortofosfato na presenca ou auséncia
do aminoacido. A fracdo citoesquelética foi extraida com Triton X-100 0,8%, as
proteinas analisadas em SDS-PAGE 10% e o gel seco submetido a
autorradiografia. Os resultados indicaram que a fenilalanina aumentou
significativamente a incorporacdo de fosfato na vimentina, sugerindo que o
citoesqueleto de células mononucleares possa vir a constituir-se num marcador

periférico de facil acesso para estudo dos efeitos da Phe no tecido nervoso.

Palavras-chave: células mononucleares humanas, ‘vimentina, fosforilagéo,

fenilalanina, citoesqueleto.



INTRODUGAO

O citoesqueleto € uma complexa rede de filamentos protéicos constituidos
por microtubulos, filamentos intermediarios e microfilamentos, sendo cada tipo de
filamento formado pela associagédo ou polimerizagdo de monémeros especificos.
Sabe-se que a fungdo das proteinas do citoesqueleto na célula é regulada
principalmente por seu estado de fosforilacdao (Miyasaka, 1993; Sontag, 1995).

Erros inatos do metabolismo s&o doengas genéticas que acarretam
importantes alteragbes metabdlicas no paciente, podendo levar a danos
neurologicos. A fenilcetondria (PKU), o erro inato do metabolismo dos
aminoacidos mais estudado, € uma desordem autossbmica recessiva
caracterizada por uma grande deficiéncia ou auséncia da atividade da fenilalanina
hidroxilase hepética bloqueando a converséo de fenilalanina em tirosina, levando
ao acumulo daguele aminoacido e seus metabdlitos (feniletilamina, fenilacetato,
fenilpiruvato, fenilactato e hidroxifenilacetato) no plasma e nos tecidos dos
pacientes (Scriver, 1995).

Os resultados obtidos com os modelos animais tém trazido novos e
importantes conhecimentos sobre a patogénese dos disturbios metabdlicos. No
entanto, ha uma real dificuldade em verificar se 0 mesmo ocorre nos seres
humanos doentes devido a dificuldade de se estudar o sistema nervoso dos
pacientes em vida. Por esses motivos, torna-se importante buscar uma alternativa
para aplicacédo em seres humanos dos resultados obtidos nos estudos realizados
em modelos animais. Elementos figurados do sangue, como eritrocitos, plaquetas
e leucocitos tém sido utilizados como marcadores periféricos de alteracbes
enzimaticas em varias doengas metabdlicas ( Stahl, 1985; Finotti e Palatini, 1986;
Ringel et al, 1987; Testa, et al., 1987; Bedin et al, 2000). Em estudos anteriores
mostramos que a Phe altera a fosforilagéo de proteinas do citoesqueleto de cortex
cerebral de ratos (De Freitas et al, 1995; 1997, Carreras et al., 2000). Assim, se as
alteragcbes citoesqueléticas provocadas por Phe em cortex cerebral de ratos
também ocorrerem no cérebro dos pacientes com PKU, é possivel que o



citoesqueleto de celulas mononucleares humanas possa ser usado como
marcador destas alteragdes citoesqueléticas.

Desta forma, este trabalho teve por objetivo verificar o efeito da Phe sobre a
fosforilagao da vimentina, filamento intermediario, de ceélulas mononucleares
humanas.



MATERIAL E METODOS

Amostras de sangue- Foram coletadas amostras de 20 ml de sangue
periférico de doadores voluntarios do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. O
sangue foi coletado em tubos previamente heparinizados.

Separacdo das células mononucleares- A separacdo das células
mononucleares das demais células sanguineas foi realizada essencialmente como
descrita por Boyium (1968). Cada amostra de sangue foi diluida em 15ml de
HBSS (CaCl; 1,29 mM, NaCl 136,9 mM, KCI 5,36 mM, MgSO4 0,65 mM, Na;HPO4
0,27 mM, KH2PO4 1,1 mM, Glicose 6,1 mM, Vermelho de Fenol, NaHCO3 0,35 g/l)
pH 7,15 (+ 0,3), sendo cada 8 ml desta mistura colocados cuidadosamente sobre
uma coluna de 2 ml de Histopaque 1077 (Sigma St. Louis MO, USA), contidos
num tubo com capacidade de 15 ml e centrifugados por 30 min a 800 x g a
temperatura ambiente. A camada de células mononucleares formada sobre a
camada de Histopaque foi coletada manualmente com uma pipeta Pasteur de
vidro. As células foram reunidas num unico tubo, novamente diluidas em HBSS
até um volume final de 5 ml e centrifugadas por 10 min a 800 x g em temperatura
ambiente. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento novamente suspenso em
5 ml de HBSS. Desta suspenséao de células foi retirada uma aliquota de 50 pl que,
apds misturada a 50 ul de Azul Tripan (4 g/l) 50% em PBS (CaClz 1,29 mM, NaCl
136,9 mM, KCI 5,36 mM, MgSO4 0,65 mM, NaHPO4 0,27 mM, KH2PO4 1,1 mM),
foi contada ao microscopio optico em Céamara de Neubauer. A suspensdo de
células foi novamente centrifugada por 10 min a 800 x g a temperatura ambiente e
o sedimento foi suspenso em volume de HBSS adequado para fornecer 0,5 X 107
células/ml. Esta suspenséao de células foi dividida em guatro aliquotas de 0,5 X 107

células e novamente centrifugada nas mesmas condigdes anteriores.

Pré-tratamento das células com Phe : Cada aliquota de 0,5 X 10’ células
foi homogeneizada em 1 ml de HBSS na auséncia (controle) ou presenca de

fenilalanina 2 mM. Cada tubo foi incubado em banho metabdlico com agitagéo por
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10 min a 30°C. Apés, cada amostra foi centrifugada por 10 min a 800 x g a

temperatura ambiente.

Ensaio de incorporagao in vitro de [*’P] ortofosfato- A fosforilag&o in vitro
foi feita essencialmente como descrito por De Freitas et al (1995). Cada uma das
amostras provenientes do pré-tratamento foi incubada com 50 ul de HBSS na
auséncia (controle) ou presenca de Phe 2 mM, ambos com 60 uCi de [*P]
ortofosfato ( 8 TBg/g ) (CNEN, S&o Paulo, Brasil). Os tubos foram incubados em
banho metabdlico com agitagdo por 30 min a 30°C. A reacgéao foi interrompida pela
adicao de 1 ml de solugao de NaF (NaF 150 mM, EDTA 5§ mM, EGTA 5§ mM e
TRIS-HCI 50 mM pH 6,8) a 4°C e as amostras foram centrifugadas por 4 min a
800 x g a4°C. O sobrenadante foi descartado e sobre as células sedimentadas foi
novamente adicionado 1 ml de solugcéo de NaF a 4°C. Apds, as amostras foram
centrifugadas nas mesmas condigdes, obtendo-se um sedimento final de células

fosforiladas in vitro.

Preparacdo da fragao citoesquelética insolivel em Triton das células
mononucleares humanas- Apds a fosforilagdo, a fracdo citoesquelética das
células mononucleares humanas foi preparada como descrito por Carreras et al
(2000). As células sedimentadas foram homogeneizadas em 3 ml de tamp&o de
extracdo gelado ( Rovere, 1996), modificado como descrito a seguir: HEPES 50
mM, MES 30 mM, EGTA 10 mM, MgCl; 2 mM, PMSF 2 mM, Triton X-100 0,8%,
Benzamidina 26 mM, leupeptina 10 uM, pepstatina 0,7 uM, antipaina 0,7 uM e
quimostatina 0,7 uM (Sigma St. Louis MO, USA) e mantidas neste tampao por 20
min a 4°C, sendo apds centrifugadas por 5 min a 12000 rpm a 4°C. O
sobrenadante foi desprezado e a frag&o insoluvel foi dissolvida em 50 ul de SDS

1%. As proteinas foram dosadas segundo o método descrito por Lowry (1951).

Eletroforese em gel de poliacrilamida- As amostras da fracéo
citoesquelética obtidas conforme descrito acima foram analisadas por eletroforese
em gel de poliacrilamida a 10% (SDS-PAGE), de acordo com o sistema



descontinuo de Laemmli (1951). Apds a migracdo, os géis foram secados em
solugdo contendo metanol 50% e glicerol 1% em agua. O gel seco foi exposto a
filmes Kodak X-Omat AR por aproximadamente 7 dias a —=70°C com intensificador
de radiagao. As autorradiografias foram quantificadas com base nas densidades
Opticas determinadas em andlise no software OptiQuant. Os valores das
densidades Opticas obtidos na banda de interesse foram expressos em

percentagem do controle.

Immunoblotting- A fragcéo citoesquelética foi analisada por SDS-PAGE e
eletrotransferida para uma membrana de nitrocelulose usando um trans-Blot SD
Semi-Dry transfer Cell (BIO-RAD Laboratories, CA, USA). A reagéo imunoldgica
foi feita pelo método de Towbin et al (1979), incubando-se com o anticorpo
monoclonal anti-vimentina (VIM -13.2) (Sigma Chemical Co St. Louis MO, USA)
1:400 durante a noite, a 4°C. O segundo anticorpo utilizado foi o anti-IgG de
camundongo marcado com peroxidase (Sigma Chemical Co St. Louis MO, USA)
(1:4000). A incubagdo foi por duas horas a temperatura ambiente. Apéds, a
membrana foi revelada com um Kit ECL (Amersham Pharmacia Biottech-England).

Andlise estatistica- Os valores obtidos nas quantificagbes no OptiQuant
Acquisition & Analisis foram transformados em porcentagem do controle e
analisados estatisticamente através do teste t pareado de Student usando o
programa de software SPSS 10 para Windows.



RESULTADOS

A fragéo citoesquelética foi extraida das células mononucleares humanas
na presenca de Triton-X 100, como descrito em Material e Métodos. A figura 1A
mostra o perfil eletroforético da fragéo citoesquelética de células mononucleares
humanas insoltvel em Triton X-100, corada com Coomassie Blue (b); em B pode
ser observada uma autorradiografia desta fracdo citoesquelética tratada com [**P]
ortofosfato in vitro. Nela podem ser observadas algumas bandas que constituem
bons substratos para as quinases enddgenas. A seta indica a posicdo da
vimentina; em C a vimentina foi identificada na fracéo citoesquelética por reacéo
imunoldgica, utilizando anticorpo monoclonal anti-vimentina.

A figura 2 mostra que as células mononucleares humanas tratadas com
Phe 2 mM apresentaram um aumento significativo da incorporacdo de fosfato

inorganico radioativo na vimentina (t7 = 2,490; p< 0,05 ).



DISCUSSAO

O presente trabalho mostra a obtencéo da fragéo citoesquelética insoltvel
em Triton X-100 de células mononucleares humanas, evidenciando que nas
presentes condigdes experimentais o sistema fosforilante endégeno associado ao
citoesqueleto apresenta boa incorporagdo de *P in vitro nas proteinas da fragéo
citoesquelética. Quando estas células sdo incubadas com Phe 2 mM
apresentam um aumento significativo, em torno de 20%, na fosforilacdo da
vimentina.

O citoesqueleto € uma complexa rede de filamentos protéicos que se
estende por todo o citoplasma possibilitando que as células eucaridticas adotem
formas variadas e desenvolvam movimentos coordenados e direcionados. E uma
estrutura altamente dindmica que se reorganiza continuamente, sendo
responsavel pela mudanga de forma, divisdo e movimento celular. Além disso,
fornece a maquinaria para os movimentos intracelulares, como o transporte de
organelas de uma regido a outra no citoplasma e a segregagao dos cromossomos
durante a mitose (Saunders, 1999; Williamson, 1998).

Os componentes mais abundantes do citoesqueleto s&o os microtubulos,
os microfilamentos e os filamentos intermediarios. Cada tipo de filamento €
formado pela associagdo ou polimerizagdo de monémeros especificos: 0s
microttbulos sdo polimeros de tubulina, os microfilamentos s&o formados por
actina monomérica e os filamentos intermedidrios sdo formados por uma familia
de proteinas fibrosas especificas para cada tipo celular, sendo dentre elas, a
vimentina a mais amplamente distribuida.

A fosforilagdo protéica é um processo dindmico que envolve a acéo e
regulacdo de quinases e fosfatases. Embora as fungbes especificas da
fosforilagéo das proteinas do citoesqueleto ndo sejam completamente conhecidas,
tem sido demonstrado que a incorporagdo de fosfato pode regular a habilidade
destas proteinas de polimerizar e formar filamentos além de modular a interagao
entre microtibulos, microfilamentos e filamentos intermedidrios com proteinas

associadas e a outros constituintes celulares (Miyakasa, 1993).



A fenilcetondria (PKU) ¢é uma desordem autossémica recessiva
caracterizada por uma grande deficiéncia ou auséncia da atividade da fenilalanina
hidroxilase hepatica bloqueando a conversdo de Phe em tirosina. E sabido que
altos niveis de Phe durante algumas fases do desenvolvimento cerebral podem
causar danos irreversiveis (Hommes, 1991) e podem provocar efeitos toxicos
reversiveis nas funcgdes cerebrais em pacientes tratados (Krouse, 1985; Lou,
1987). Os mecanismos pelos quais a Phe provoca disfuncdo neuroldgica sao
multiplos e ainda pouco conhecidos, em parte pela dificuldade de acesso ao tecido
nervoso.

Os resultados obtidos com os modelos animais tém trazido novos e
importantes conhecimentos sobre a patogénese dos disturbios metabdlicos. No
entanto, ha uma real dificuldade em verificar se 0 mesmo ocorre nos seres
humanos doentes devido a dificuldade de se estudar o sistema nervoso dos
pacientes em vida. Por esses motivos, torna-se importante buscar uma alternativa
para aplicacdo em seres humanos dos resultados obtidos nos estudos realizados
em modelos animais. Elementos figurados do sangue, como eritrécitos, plaquetas
e leucocitos tém sido utilizados como marcadores periféricos de alteragbes
enzimaticas em varias doengas metabolicas ( Stahl, 1985; Finotti e Palatini, 1986;
Ringel et al, 1987; Testa, et al., 1987; Bedin et al, 2000).

Resultados prévios obtidos em nosso laboratério mostram que a Phe 2 mM é
capaz de reduzir a incorporagéo de **P in vitro a partir de *P-ATP em proteinas
da fracao citoesquelética de cortex cerebral de ratos jovens e que este efeito pode
ser revertido pela alanina 1 mM (Carreras et al., 2000). No presente trabalho
mostramos que a Phe, na mesma concentragdo, € capaz de aumentar a
incorporagéo de *P in vitro a partir de *?P- ortofosfato na vimentina, uma proteina
do tipo filamento intermediario presente em células mononucleares humanas. A
capacidade de reversdo deste efeito pela alanina sera o préximo objetivo de nosso
trabalho.

A aparente discrepancia entre os resultados obtidos a partir de cortex
cerebral de ratos e as células mononucleares humanas pode ser parcialmente

explicada pelo fato de que em cortex cerebral as fatias de tecido eram tratadas
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com Phe, e a fracdo citoesquelética, posteriormente isolada, era incubada com
¥p.ATP,  medindo-se  diretamente = a  atividade do  sistema
fosforilante/desfosforilante e indiretamente o efeito prévio da Phe. No caso das
células mononucleares humanas, as mesmas foram incubadas com a Phe na
presenca de *’P- ortofosfato, extraindo-se posteriormente a fragdo citoesquelética
ja marcada. Esta abordagem experimental permitiu mostrar o efeito da Phe sobre
o sistema fosforilante/desfosforilante na célula intacta. Experimento similar ao
realizado em cortex cerebral de rato encontra-se em andamento.

Os resultados até agora obtidos no presente trabalho sugerem que o
citoesqueleto de células mononucleares humanas possa vir a ser usado como
marcador das alteracdes citoesqueléticas observadas em cortex cerebral de ratos.
No entanto, ha a necessidade de dar prosseguimento ao presente trabalho,
inclusive estudando a incorporacdo de P em citoesqueleto de células

mononucleares de pacientes com PKU.
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Figura 1: Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) da fragéo
citoesquelética de células mononucleares humanas, com correspondente
autorradiografia e reagdo imunoldgica (‘immunoblotting”). A) SDS-PAGE de
padrées de peso molecular (a) e da fragdo citoesquelética de células
mononucleares humanas (b), corados com Coomassie Blue. B) Autorradiografia
da fragdo citoesquelética de células mononucleares humanas fosforiladas in vitro.
A seta indica a posicdo da vimentina. C) Reagdo imunolégica da fragéo
citoesquelética de células mononucleares humanas, utilizando anticorpo
monoclonal anti-vimentina (VIM — 13.2). A fragdo citoesquelética foi obtida como

descrito em Material e Métodos.

Figura 2: Efeito do tratamento in vitro de células mononucleares humanas
com fenilalanina 2 mM sobre a fosforilagéo da vimentina. Células mononucleares
humanas foram incubadas com Phe 2 mM na presenca de [*P]HsPOa. A fracdo
citoesquelética foi obtida como descrito em Material e Métodos e a radioatividade
incorporada foi medida em Phosfoimager. Os dados s&o a média + desvio padréo
para oito experimentos expressos em percentagem do controle e analisados por
teste t pareado de Student. * P<0,05.
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Aims & Scope

Metabolic Brain Disease serves as a forum for the publication of
outstanding basic and clinical papers on all metabolic brain disease,
including both human and animal studies. The journal publishes
papers on the fundamental pathogenesis of these disorders and on
related experimental and clinical techniques and methodologies.
Metabolic Brain Disease is directed to physicians, neuroscientists,
internists, psychiatrists, neurologists, pathologists, and others
involved in the research and treatment of a broad range of metabolic
brain disorders. Topics covered include stroke, epilepsy, myelin
disorders, toxic encephalopathies, genetic diseases affecting the brain,
alcohol and brain metabolism, neuroendocrinopathies, viral and
nonviral encephalitis, nutritional disorders affecting the brain,
diseases affecting neurotransmitters, Alzheimer's disease, and aging.
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Instructions to Contributors

Maauscripts, in triplicate and in English, and books for review should be submitted to the Editor-in-Chief:
Dr. Roger F. Butterworth
Neuroscience Rescarch Unit
Hépital Saint-Luc
1058 St-Denis Street
Montreal, Quebec
Canada H2X 314

In addition 10 hard copy (manuscripts), authors are encouraged to submit disks using MacIntosh Word 3.0 or higher
or IBM WordPerfect, if possible. -~

Submission is a representation that the manuscript has not been published previously and is not currently under
consideration for publication elsewhere. A statement transferring copyright from the authors (or their cmployers, if
they hold the copyright) 1o Plenum Publishing Corporation will be required before the manuscript can be accepted
for publication. The Editor-in-Chief will supply the necessary forms for this transfer. Such a written transfer of copy-
right, which previously was assumed to be implicit in the act of submitting a manuscript, is necessary under the US.
Copyright Law in order for the publisher to carty through the dissernination of research rasults and reviews as widely
and effectively as possible.

Jype double-spaced, and submit the original and two copies (including copics of ell illustrations and tables) plus disk.

Order the elements comprising the manuscript as follows: jtitle page, abstract, key words, Introduction, materials and
methods, results, discussion, conclusions, appeadix, ecknowledgments, references, tables, and Gigure-caption list. Short
communications should comprisc a maximum of 6 (journal) pages including references and are limited to 2 tables or
figures, and should carry no text headings or subheadings. Abbreviations should be those recommended in the Council
of Biology Editors Style Manual Generic sames should be used when referring to drugs.

A title page is to be provided and should include the title of the article, suthor’s name (no degrees), author's affiliation,
and suggested running head. The afilistion should comprise the department, institution (usually university or com-
pany), city, and state (or nation) and should be typed as a footnote to the author’s name. The suggested running
head should be less than 80 characters (including spaces) und should comprise the article title or an abbreviated
version thereof. For office purpases, the tite page should include the complete mailing address and telephone number
of the one authar designated 1o review proofs. :

An ubstract, preferably not more than 200 words (120 for short communications), is to be provided as the second
page.

A list of 4-6 key words is to be provided directly below the abstract. Koy words should express the precise content
of the manuscript, as they arc used for indexing purposes.

All acknowledgments (including those for grant and financial support) should be typed in one paragraph on a separate
page thut directly precedes the references scction.

Ilustrations (photographs, drawings, diagrams, and charts) are to be numbered in one consecutive series of Arabic
numerals. The captions for illustrarions should be typed on a separate sheet of paper. Photographs should be large,
glossy prints, showing high contrust. Drawings should be prepared with india ink. Either original drawings or good-
quality photographic prints are acceptable. Identify figures on the back with author’s name and number of the illus-
tration.

Tables should be numbered (preferably with Roman numerals) and referred to by number in the text. Each table
should be typed on a separate sheet of paper.

List references alphabetically at the end of the paper and refer to them in the text by name and year in parentheses.
Where there are three or more authors, only the first author’s name is given in the text, followed by ¢ al. References
should include (in this order): last names 4nd initials of alf authors, year published, title of article, name of publication,
volume number, and inclusive pages. Abbreviations for journal names should conform to those in /ndex Medicus. The
style and punctuation of the references should conform to that used in the journal—illustrated by the following ex-
amples:

Journal Article

Siperstein, M.D., Unger, R.H,, and Madison, L.L. (1968). Studies of muscle capillary basement membranes

in normal subjects, diabetic and prediabetic patients. J. Clin. Iavesr. 47:1973-1999.

Book
Himwich, H.E. (1951). Brain Metabolism and Cerebrul Disorders, Williams and Wilkins, Baltimore.
Conrribution to a Book
O'Neill, JJ., and Holtzman, D, (1985). Heavy metal toxicity and energy metabolism in the déveloping brain:
Lead as the model. In (D.W. McCandless, ed.), Cerebral Energy Metabolism and Metabolic
Encephalopatky, Plenum Press, New York, pp. 391424,
Footnotes should be avoided When their use is absolutely necessary, footnotes should be numbered consecutively
using Arabic numerals and should be typed at the bottom of the page to which they refer Place a linc above the
footnotes, so that it is set off from the text. Use the appropriate superscript numeral for citation in the text.
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Porto Alegre, 13 de dezembro de 2000

lima Sra

Profa. Dra. Inga L.V. Mendes
Coordenadora CONGRAD BIO
UFRGS

Prezada Coordenadora

Tenho a satisfagdo de encaminhar a V.S®. o meu parecer sobre o
Trabalho de Conclusdo do Curso de Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas-
Bacharelado com Enfase Molecular, Celular e Funcional intitulado “Citoesqueleto
de células mononucleares humanas como marcador periférico dos efeitos
neurotéxicos da fenilalanina na fenilcetondria” da aluna Sabrina Dick orientada
pela Profa. Dra. Regina Puredur.

Aproveito a oportunidade para agradecer o convite para participar
desta Banca examinadora e coloco-me a sua disposicdo para quaisquer
esclarecimentos que se julgarem necessarios.

Atenciosamente

Profa. &ngela i S Wyse



TRABALHO DE CONCLUSAO CURSO DE CIENCIAS BIOLOGICAS-
BACHARELADO COM ENFASE MOLECULAR , CELULAR E FUNCIONAL DA
UFRGS

TiITULO: Citoesqueleto de células mononucleares humanas como marcador
periférico dos efeitos neurotéxicos da fenilalanina na fenilcetonuria

ALUNA: Sabrina Dick

ORIENTADORA: Profa. Dra. Regina Pureur.

PARECER

Trata-se de um trabalho muito interessante sobre o efeito da fenilalanina,
principal metabdlito acumulado na fenilcetonuria (PKU), sobre a fosforilagéo de
proteinas do citoesqueleto de células mononucleare humanas. Foi estudado o
efeito deste aminoacido sobre a fosforilagdo da vimentina e de filamento
intermediario do citoesqueleto. A autora sugere que o citoesqueleto de células
mononucleare humanas possa ser usado como marcador de possiveis alteragdes
citoesqueléticas no SNC de pacientes com PKU.

A abordagem experimental foi adequada para testar a hipétese formulada.

Os resultados foram bem interpretados e discutidos de acordo com a
literatura recente. A revis@o bibliografica esta étima.

A apresentacdo € moderna, sendo o artigo a ser submetido perfeitamente
adequada.

Meu parecer é pela aprovacdo com conceito A

Atenciosamente

Ai e do
Profa. Dra. Angela T.S. WWyse



Porto Alegre, 11 de dezembro de 2000

A Comisé&o de Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas
Bacharelado em Ciéncias Biolégicas-Bioquimica
UFRGS

Parecer sobre Dissertagdo de Bacharelado

Titulo: Citoesqueleto de células mononucleares humanas como marcador
periférico dos efeitos neurotoxicos da fenilalanina na fenilcetontria

Aluna: Sabrina Dick

Orientadora: Profa. Regina Pessoa Pureur

Como orientadora, conhego o trabalho de Sabrina e o seu desempenho na
realizacdo do mesmo. O trabalho desenvolvido pela aluna é de grande
importancia, porque € um avan¢o na tentativa de encontrar um modelo periférico
adequado para o estudo das alteragbes envolvendo o citoesqueleto, com o
objetivo futuro de melhor compreender o envolvimento do citoesqueleto no cérebro
de pacientes fenilcetonuricos.

Quanto ao desempenho de Sabrina na realizagda desta pesquisa, meu parecer &
de que a aluna foi bastante dedicada ao trabalho, demonstrando capacidade de
analise e compreensao dos dados experimentais. Além disso, seu trabalho foi bem
redigido, e a bibliografia utilizada foi adequada.

Pelo exposto acima seu conceito € A.

Atenciosamente,

<

<

), r_‘?;:.-»sa& &-M/L
Profa. Regina Pessoa Pureur
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Porto Alegre, 8 de dezembro de 2000

Comissao de Graduacao em Ciéncias Bioldgicas
Bacharelado em Ciéncias Biolégicas — Bioquimica
UFRGS

REF: Parecer sobre dissertacdo de bacharelado
Titulo: Citoesqueleto de células mononucleares humanas como marcador
periférico dos efeitos neurotéxicos da fenilalanina na Fenilcetondria.
Aluna: Sabrina Dick
Orientadora: Profa. Regina Pessoa Pureur
O trabalho da aluna Sabrina estéd bem redigido, apresenta uma boa
introduc@o abrangendo o que ha na area em estudo, os materiais e métodos estdo

bem delineados e os resultados e a discussao estdo muito bem apresentados.

A Unica critica ao trabalho € quanto a citagdo das referéncias no
decorrer do texto. As instrucdes para autores da revista escolhida indicam que,
quando ha mais de trés autores do artigo ou livro a ser citado, seja citado o nome
do primeiro autor seguido por et al. Isto ndo foi obedecido pela aluna, pois todas
as referéncias estao citadas, no texto, com o nome do primeiro autor, mas sem et
al. Isto devera ser corrigido antes do artigo ser submetido para publicagao.

Conceito para o trabalho: A

Atenciosamente,
Z’of W
Profa danice Carneiro Coelh

parta ent de Bioquimi
~~1CBS - U



