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RESUMO 

 

A fenilcetonúria é um erro inato do metabolismo de aminoácidos, causada pela 

deficiência severa ou ausência na atividade da fenilalanina hidroxilase, enzima 

que catalisa a hidroxilação da fenilalanina em tirosina na presença do cofator 

tetra-hidrobiopterina. Como consequência, ocorre o acúmulo da fenilalanina e 

seus metabólitos nos tecidos e nos líquidos biológicos dos pacientes afetados. 

O tratamento para a fenilcetonúria consiste em uma dieta restrita em 

fenilalanina e proteínas, suplementada com uma fórmula especial, contendo 

aminoácidos (exceto a fenilalanina) e micronutrientes. A principal característica 

clínica dos pacientes fenilcetonúricos não tratados é o retardo mental e outras 

alterações neurológicas, cuja base bioquímica é ainda pouco compreendida. 

Entretanto, nos últimos anos evidências indicam que o estresse oxidativo está 

envolvido na fisiopatologia da doença. Em estudos prévios, demonstramos que 

pacientes fenilcetonúricos diagnosticados tardiamente apresentavam aumento 

na peroxidação lipídica e redução de antioxidantes no momento do diagnóstico 

e também durante o tratamento, e que esses parâmetros não estavam 

diretamente relacionados com os níveis sanguíneos de fenilalanina. O objetivo 

deste trabalho foi o de investigar o papel do dano oxidativo e também das 

defesas antioxidantes na patogênese da fenilcetonúria. Foi demonstrado que 

pacientes fenilcetonúricos tratados apresentaram maior dano ao DNA, medido 

através do ensaio cometa, em comparação aos controles, e que este dano 

estava relacionado aos níveis sanguíneos elevados de fenilalanina. Neste 

particular, testes in vitro revelaram um efeito dose-dependente da fenilalanina 

sobre o dano ao DNA, reforçando os achados in vivo e indicando que a 

fenilalanina foi responsável por esse dano. Também verificamos que os 

pacientes fenilcetonúricos com diagnóstico tardio apresentaram maior oxidação 

a lipídios (determinado através da técnica das espécies reativas ao ácido 

tiobarbitúrico) e a proteínas (medido através do conteúdo de sulfidrilas e 

carbonilas) em comparação aos pacientes diagnosticados no período neonatal 

e aos controles. Portanto, o diagnóstico precoce, além de prevenir o retardo 

mental, como já descrito na literatura científica, também previne o dano 

oxidativo a biomoléculas. Por outro lado, foi observada uma redução nas 
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concentrações de antioxidantes não enzimáticos (níveis de glutationa e 

reatividade antioxidante total) e na atividade da enzima antioxidante glutationa 

peroxidase em ambos os grupos de pacientes. A diminuição nos antioxidantes é 

comum em pacientes fenilcetonúricos, sendo atribuída principalmente à dieta 

restrita. Neste trabalho também verificamos que os pacientes que aderiam 

estritamente à dieta recomendada apresentavam redução nos níveis 

sanguíneos de L-carnitina, um composto com ação antioxidante. Além disso, os 

níveis de L-carnitina nesses pacientes mostraram uma correlação negativa 

significativa com a lipoperoxidação (medida pelas espécies reativas ao ácido 

tiobarbitúrico) e uma correlação positiva significativa com a reatividade 

antioxidante total. Os dados sugerem que a deficiência em L-carnitina está 

relacionada com o estresse oxidativo em pacientes fenilcetonúricos e, portanto, 

sua suplementação deva ser considerada como uma terapia adjuvante. De fato, 

a suplementação com L-carnitina e selênio (outro composto antioxidante 

deficiente em pacientes fenilcetonúricos) foi capaz de corrigir a oxidação a 

lipídios e proteínas (medida pelas espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico e 

pelo conteúdo de sulfidrilas, respectivamente), além de normalizar a atividade 

da enzima glutationa peroxidase. Adicionalmente, foi verificada uma correlação 

negativa significativa entre a peroxidação lipídica e os níveis sanguíneos de L-

carnitina, assim como uma correlação positiva significativa entre a atividade da 

glutationa peroxidase e a concentração sanguínea de selênio. Em conjunto, 

nossos resultados sugerem que o estresse oxidativo está envolvido na 

patogênese da fenilcetonúria. Considerando que nossos resultados possam ser 

extrapolados para o cérebro, que possui menos defesas antioxidantes e vários 

fatores que aumentam a produção de radicais livres, pode ser proposto que o 

dano oxidativo contribui, pelo menos em parte, com a disfunção neurológica na 

fenilcetonúria, e, portanto, que a administração dos antioxidantes deficientes 

nesta patologia deva ser considerada na terapia da doença. 
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ABSTRACT 

Phenylketonuria is an inborn error of amino acid metabolism, caused by severe 

deficiency or absence of phenylalanine hydroxylase activity, enzyme that 

catalyzes the hydroxylation of phenylalanine to tyrosine in the presence of the 

cofactor tetrahydrobiopterin. As consequence, the accumulation of 

phenylalanine and its metabolites in tissues and biologic fluids of affected 

patients occurs. The treatment for phenylketonuria consists in a phenylalanine 

and protein-restricted diet, supplemented with a special formula containing 

amino acids (except phenylalanine) and micronutrients. The main clinical 

characterization of untreated phenylketonuric patients is mental retardation and 

other neurological features, whose biochemical basis is poorly understood. 

However, in recent years evidences indicate that oxidative stress is involved in 

the pathophysiology of the disease. In previous studies it was demonstrated that 

phenylketonuric patients late diagnosed presented increased lipid peroxidation 

and reduced antioxidants at the moment of diagnosis and also during the 

treatment, and that these parameters were not directly related to the 

phenylalanine blood levels. The objective of this work was to investigate the role 

of the oxidative damage and of antioxidant defenses on pathogenesis of 

phenylketonuria. It was demonstrated that phenylketonuric patients under 

treatment presented increased DNA damage, measured by the comet assay, 

compared to controls, which was related to phenylalanine blood levels. In this 

particular, in vitro tests revealed a dose-dependent effect of phenylalanine on 

DNA damage, reinforcing in vivo findings indicating that the phenylalanine was 

responsible for this damage.  We also verified that phenylketonuric patients late 

diagnosed presented increased lipid (determined by thiobarbituric acid-reactive 

species) and protein oxidation (measured by sulphydryl and carbonyl groups) 

when compared to patients diagnosed in the neonatal period and to controls. 

Therefore, early diagnosis besides to prevent mental retardation, as described in 

the scientific literature, also prevents oxidative damage to biomolecules. On the 

other hand, it was observed a reduction in the concentration of non-enzymatic 

antioxidants (glutathione levels and total antioxidant reactivity) as well as in the 

activity of glutathione peroxidase enzyme in both groups of patients. The 

reduction in antioxidants is common in phenylketonuric patients being mainly 
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attributed to the restricted diet. In this work, we also verified that patients who 

strictly adhered to the recommended diet present reduction in blood L-carnitine 

levels, a compound with an antioxidant action. Also, the levels of L-carnitine in 

these patients showed a significant negative correlation with lipid peroxidation 

(measured by thiobarbituric acid-reactive species) and a significant positive 

correlation with the total antioxidant reactivity. This suggests that L-carnitine 

deficiency is related to oxidative stress in phenylketonuric patients and therefore 

the supplementation should be considered as an adjuvant therapy. In fact, the 

supplementation with L-carnitine and selenium (other antioxidant compound 

deficient in phenylketonuric patients) was capable to correct the lipid and protein 

oxidation (measured by thiobarbituric acid-reactive species and sulphydryl 

content, respectively) besides to normalize the glutathione peroxidase activity. In 

addiction, it was verified a significant inverse correlation between lipid 

peroxidation and L-carnitine blood levels as well as a significant positive 

correlation between glutathione peroxidase activity and blood selenium 

concentration.  Taken these results together, our results suggest that oxidative 

stress is involved in the pathogenesis of phenylketonuria. Considering that our 

results may be extrapolated to the brain, which has less antioxidant defenses 

and several other factors that increase the production of free radicals, it may be 

propose that the oxidative damage contributes, at least in part, to the 

neurological dysfunction in phenylketonuria and, therefore, the administration of 

deficient antioxidants in this pathology should be considered in the therapy of 

the disease. 
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INTRODUÇÃO 
 

1. Erros Inatos do Metabolismo 
 

 A primeira menção aos erros inatos do metabolismo (EIM) data de 1908, 

quando Sir Archibald Garrod usou este termo para designar doenças como a 

alcaptonúria, patologia na qual os pacientes afetados excretam grandes 

quantidades do ácido homogentísico na urina. Garrod observou uma maior 

frequência desta alteração em indivíduos de uma mesma família e maior 

incidência de consanguinidade entre os pais dos pacientes afetados.  Sabendo 

disso e baseado nas leis de Mendel, Garrod propôs um modelo de herança 

autossômica recessiva para este distúrbio. Através da observação de que o 

ácido homogentísico, excretado em altas concentrações na urina dos pacientes 

com alcaptonúria, era um metabólito normal da degradação protéica, ele 

relacionou este distúrbio com um bloqueio na rota do catabolismo das proteínas 

(Scriver et al., 2001). 

 Desde os estudos de Garrod, muitos pesquisadores têm detectado novas 

doenças metabólicas hereditárias e os EIM já foram descritos em todas as 

áreas do metabolismo humano normal (aminoácidos, ácidos orgânicos, lipídios, 

carboidratos, etc.), compreendendo hoje mais de 500 defeitos genéticos 

(Scriver et al., 2001). Embora individualmente raras, estas doenças em seu 

conjunto afetam, aproximadamente, 1 a cada 500/2.000 nascimentos (Baric, 

Furnic e Hoffmann, 2001). 

Os EIM são caracterizados pela síntese alterada de uma proteína, 

geralmente uma enzima, com atividade parcial ou totalmente reduzida. Essa 
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alteração resulta no bloqueio da via metabólica com consequente acúmulo de 

seus substratos e outros derivados deles, bem como diminuição da síntese dos 

produtos. Tal bloqueio, dependendo da via afetada, repercute clinicamente de 

maneira bastante variável no indivíduo, sendo geralmente de sintomatologia 

grave e muitas vezes letal (Scriver et al., 2001). 

Os EIM podem ser classificados de diversas maneiras. Saudubray e 

Charpentier (2001) catalogaram os EIM em três grandes grupos: distúrbios de 

síntese ou degradação de moléculas complexas, que incluem as doenças 

lisossômicas de depósito e as doenças peroxissomais; doenças com déficit de 

energia, que incluem as doenças de depósito de glicogênio, defeitos de 

gliconeogênese e defeitos de oxidação de ácidos graxos; e erros inatos do 

metabolismo intermediário, que incluem as aminoacidopatias, as acidemias 

orgânicas, os defeitos do ciclo da ureia e as intolerâncias aos açúcares.  

Neste último grupo de doenças pode ocorrer intoxicação aguda ou 

crônica, causada pelo acúmulo dos metabólitos tóxicos devido a um bloqueio 

em suas vias metabólicas normais. Estudos revelam que aproximadamente um 

terço dos EIM corresponde a aminoacidopatias, outro terço a acidemias 

orgânicas e o terço final a todos os outros EIM (Hoffmann, 1994). 

 

1.1 Hiperfenilalaninemia e Fenilcetonúria 
 

 Hiperfenilalaninemia (HPA) é o termo genérico que se designa a um 

fenótipo bioquímico no qual existe um aumento persistente da concentração 

plasmática do aminoácido essencial fenilalanina (“phenylalanine” - Phe), 

causado pela deficiência da hidroxilação hepática deste aminoácido. A 
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hidroxilação da Phe à tirosina (“tyrosine” - Tyr) é catalisada pela enzima 

fenilalanina hidroxilase (Phe-4-monooxigenase – PAH – EC 1.14.16.1) com a 

participação da coenzima tetra-hidrobiopterina (BH4), que se reduz na reação 

de hidroxilação e deve ser regenerada por outra enzima, a di-hidropteridina 

redutase (DHPR – EC 1.6.99.7) (Scriver e Kaufman, 2001), conforme ilustrado 

na figura 1. 

 

 

Figura 1. Sistema de hidroxilação da L-Phe em L-Tyr em seres humanos. São mostradas as 
enzimas, os substratos e cofatores. A PAH é capaz de hidroxilar a L-Phe utilizando oxigênio 
molecular e o cofator BH4 como doador de elétrons. Em cada reação, o cofator é oxidado a di-
hidrobiopterina (BH2). Os níveis de BH4 são mantidos no fígado mediante a redução de BH2 a 
BH4 pela enzima DHPR, utilizando como cofator o NADH.  
 

Qualquer defeito que interfira no sistema de hidroxilação (deficiência da 

PAH, da DHPR ou da biossíntese de BH4) causará uma HPA persistente, já 

que este sistema é o principal determinante do metabolismo da Phe em seres 

humanos. Não obstante, a principal causa de HPA é o defeito na atividade da 

PAH, que constitui 98% dos casos diagnosticados de HPA e é conhecida como 

PAH 

L-Phe L-Tyr 

O2 H20 

BH4 BH2 

DHPR NADH + H+ NAD+ 
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fenilcetonúria – (“phenylketonuria” – PKU) – (OMIM 261600) (Scriver e 

Kaufman, 2001). 

 Com o bloqueio na rota de hidroxilação da Phe, além dela, outros 

metabólitos anormais como o fenilpiruvato (PPA), o fenilacetato (PA) e o fenil-

lactato (PLA) também se acumulam no sangue e tecidos dos pacientes 

fenilcetonúricos e são excretados em níveis elevados na urina desses pacientes 

(figura 2). Cabe salientar que o nome da doença deriva dos altos níveis de 

fenilpiruvato, uma fenilcetona, encontrada na urina de crianças afetadas 

(Cooper, 2000). 

 

 

 
Figura 2. Rotas alternativas para o catabolismo da Phe na PKU (adaptado de Lehninger, 2008). 
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A PKU apresenta herança autossômica recessiva, possuindo uma 

incidência global de 1:10.000 nascimentos, sendo, portanto, o mais frequente 

erro inato do metabolismo dos aminoácidos, e, possivelmente, sendo também o 

mais estudado (Scriver e Kaufman, 2001; Berg,  Tymoczko e Stryer, 2010). A 

incidência de portadores é estimada em 2% da população em geral. O gene 

que codifica a atividade da PAH está localizado no cromossomo 12 (Woo et al., 

1983), sendo uma enfermidade muito heterogênea, com mais de 500 mutações 

já descritas (Phenylalanine Hydroxylase Locus Knowledgebase). 

 

1.1.1 Classificação 
 

 A PKU apresenta um amplo espectro de fenótipos bioquímicos, 

possivelmente devido à combinação múltipla de um grande número de 

mutações alélicas. Nesse particular, as concentrações plasmáticas de Phe ao 

diagnóstico variam consideravelmente, havendo também diferenças 

importantes na resposta à dieta restritiva (tolerância) que mantém as 

concentrações plasmáticas do aminoácido dentro de uma faixa recomendada 

(Scriver e Kaufman, 2001; Guttler e Lou, 1990). 

 A forma grave, também conhecida como PKU clássica, é caracterizada 

por concentrações plasmáticas de Phe ao diagnóstico superiores a 1.200 µM e 

a tolerância à Phe inferior a 350 mg/dia. A atividade residual da PAH é 

praticamente indetectável. 

 A variante moderada da PKU apresenta concentrações plasmáticas de 

Phe entre 600 e 1.200 µM e os pacientes apresentam uma tolerância de 350 a 

400 mg/dia de Phe na dieta. A variante leve mostra uma Phe de 360 a 600 µM e  
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uma tolerância entre 400 e 600 mg/dia. A atividade enzimática residual é inferior 

a 10% nessas duas variantes e por isso também requerem tratamento. 

 Ainda existe uma forma benigna de HPA, caracterizada bioquimicamente 

por concentrações plasmáticas de Phe menores que 360 µM. É causada por 

mutações leves de pouca repercussão na atividade da PAH (atividade residual 

de 10 a 35% do normal), o que determina que não necessite de tratamento 

(Campistol et al., 2006). 

 

1.1.2. Manifestações clínicas 
 

 Quando não tratada, a forma grave, ou PKU clássica, causa retardo 

mental e motor graves, manifestando-se já nos primeiros meses de vida. Essa é 

a razão pela qual em um grande número de países existem programas de 

detecção precoce, no período neonatal, o que permite o tratamento precoce da 

doença, indispensável para evitar o aparecimento dos sintomas. A PKU clássica 

não tratada causa, portanto, retardo mental grave, bem como microcefalia, 

epilepsia, eczema e hiperatividade (Scriver e Kaufman, 2001).  

As crianças tratadas precocemente apresentam uma boa evolução, com 

um quociente de inteligência (QI) dentro dos limites da normalidade, ainda que, 

no geral, inferior ao de seus irmãos não afetados, apresentando pequenas 

dificuldades de aprendizagem (Weglage et al., 1995). 
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1.1.3. Diagnóstico 
 

 O diagnóstico da PKU dá-se pela detecção de elevadas concentrações 

de Phe no sangue dos pacientes afetados, bem como por concentrações 

elevadas de Phe e seus derivados (PPA, PA e PLA) na urina. Inicialmente, nos 

anos 60 o diagnóstico dessa doença era realizado através dos métodos semi-

quantitativos como a cromatografia de aminoácidos em papel ou camada 

delgada. No entanto, a quantificação exata da Phe no sangue é importante não 

somente para diagnosticar, mas também para monitorar o tratamento dos 

pacientes fenilcetonúricos.  

Em 1963, Guthrie publicou um método de análise da Phe em sangue, 

baseado no fato de a Phe em altas concentrações, em sangue impregnado em 

papel filtro (Guthrie card), bloquear a ação inibidora do crescimento bacteriano 

de um composto adicionado ao meio de cultura, produzindo-se um halo de 

crescimento ao redor do sangue dos pacientes afetados (Guthrie e Susi, 1963). 

 Os procedimentos atuais de detecção precoce da PKU baseiam-se no 

método de Guthrie (ainda utilizado em alguns países), em métodos 

cromatográficos, fluorimétricos ou espectrofotométricos, este último baseado na 

reação específica da PAH sobre a Phe. Já a espectrometria de massas em 

tandem tem sido o método de escolha para o diagnóstico neonatal. A 

confirmação do defeito da atividade enzimática da PAH só é possível na biópsia 

hepática, já que a enzima não se expressa em fibroblastos (Campistol et al., 

2006). 
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1.1.4. Tratamento 
 

 Nos anos 50, foi estabelecido o tratamento para a PKU, baseado na 

restrição de Phe e proteína na dieta, que continua sendo base para o 

tratamento atual (Bickel, Gerrard e Hickmans, 1953). Com a detecção precoce 

da enfermidade e o início da dieta foi possível prevenir o retardo mental e os 

outros sintomas associados à doença, resultando em uma geração de 

pacientes fenilcetonúricos com boa qualidade de vida. 

 O tratamento da PKU é para toda a vida e baseia-se na redução do 

aporte de alimentos que contêm Phe, combinado com a administração de uma 

fórmula especial que contém os demais aminoácidos e micronutrientes, 

necessários ao desenvolvimento normal do paciente (Burgard et al., 1999, 

Wappner et al., 1999). 

 É sabido que o manejo dos pacientes é complexo, mas também que 

quando seguem uma dieta estrita o prognóstico é muito melhor. Neste contexto, 

deve-se fazer uma restrição de Phe que mantenha concentrações plasmáticas 

inferiores a 360 µM para crianças e 600 µM para o adulto, apesar de estes 

valores não serem totalmente consensuais. A dieta do paciente fenilcetonúrico 

deve ser individualizada, usualmente devendo conter entre 250 e 500 mg de 

Phe/dia, quando a de um paciente não-fenilcetonúrico deve ser de cerca de 

2.500mg de Phe/dia. A quantidade de proteínas totais na dieta também deve 

ser individualizada e calculada de acordo com a faixa etária do paciente, 

ficando entre 2,5 e 3,0 g/kg/dia para crianças com menos de um ano de idade 

(Levy, 1999).  
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1.1.5. Fisiopatologia 
 

 Ainda que a PAH seja uma enzima hepática, o principal efeito clínico 

associado às HPAs é uma alteração do desenvolvimento e funções cerebrais, 

sendo que há várias hipóteses sobre os mecanismos causadores da 

neurotoxicidade na PKU (Weglage et al., 1996). 

 Tem-se postulado que a neurotoxicidade da PKU poderia dever-se, em 

parte, à elevada concentração de Phe, que utiliza o mesmo sistema de 

transporte que outros aminoácidos neutros de cadeia longa ou ramificada, o 

que dificulta a passagem dos mesmos através da barreira hematoencefálica 

(BHE), resultando em menor concentração no cérebro. Como resultado, ocorre 

a diminuição na síntese de proteínas, causando proliferação dendrítica e 

mielinização defeituosas (Scriver e Kaufman, 2001 Hoeksma et al., 2009). 

 Por outro lado, tem-se especulado muito sobre a deficiência relativa de 

Tyr, que se torna um aminoácido essencial nos pacientes, já que sua síntese 

está bloqueada na doença (Van Spronsen et al., 1996). Além disso, a Tyr e o 

triptofano são aminoácidos neutros cujo transporte através da BHE é 

prejudicado pelas altas concentrações de Phe. Como a Tyr e o triptofano são 

precursores de neurotransmissores, a deficiência relativa destes aminoácidos 

traduz-se em uma redução na síntese de serotonina, dopamina e norepinefrina 

(Tam e Roth, 1997). Existe também a hipótese de que a neurotoxicidade nesta 

doença possa ser ocasionada pelo acúmulo dos metabólitos da Phe. Neste 

sentido, o componente mais tóxico parece ser o PA (Kaufman, 1989).  

Ainda, também foi demonstrado que a atividade da Na+, K+-ATPase está 

reduzida na membrana sináptica em um modelo animal quimicamente induzido 

de PKU (Wyse et al, 1994), podendo contribuir com o dano neurológico 
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encontrado na doença. Adicionalmente, vários estudos têm sugerido que o 

metabolismo energético em cérebro de ratos é prejudicado pela Phe in vivo e in 

vitro. A Phe, em concentrações usualmente encontradas no plasma de 

pacientes com PKU, reduz as atividades dos complexos I-III da cadeia 

respiratória e diminui a atividade da succinato desidrogenase em cérebro de 

ratos submetidos à HPA quimicamente induzida (Rech et al., 2002). Também foi 

verificado que a Phe inibe as atividades das enzimas piruvato quinase e 

creatina quinase em córtex cerebral de ratos (Costabeber et al., 2003; Feksa et 

al., 2002). 

Nos últimos anos tem sido também demonstrada a participação do 

estresse oxidativo no dano neuronal na PKU, que seria provocado pelo acúmulo 

de metabólitos, por uma alteração do sistema antioxidante nos pacientes ou 

pela combinação de ambos os fatores (Sierra et al., 1998; Artuch et al., 2004; 

Sirtori et al., 2005; Sitta et al., 2006). 

 Estes estudos, em seu conjunto, sugerem que o dano neuronal na PKU é 

multifatorial, podendo estar associado com as concentrações plasmáticas e 

cerebrais elevadas de Phe, com a redução nas concentrações plasmáticas e 

cerebrais de Tyr e de neurotransmissores. Vários mecanismos de 

neurotoxicidade foram propostos para esta doença incluindo o acúmulo de 

radicais livres formados, associado à diminuição do sistema de defesa 

antioxidante (Ormazábal et al., 2004). O presente estudo objetiva investigar 

esse mecanismo em pacientes fenilcetonúricos tratados. 
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2. Radicais livres e estresse oxidativo 
 

 Um radical livre (RL) é definido como uma estrutura química com um ou 

mais elétrons desemparelhados no seu último orbital, ou seja, ocupando um 

orbital atômico ou molecular sozinho. Este elétron desemparelhado confere 

uma reatividade extremamente alta a esta molécula, uma vez que ela terá uma 

grande tendência em adquirir um segundo elétron para emparelhar o orbital 

(Halliwell e Gutteridge, 2007).  

 Nos mamíferos, são produzidos radicais livres de oxigênio, carbono, 

nitrogênio e enxofre, mas os de maior destaque são os de oxigênio, como os 

radicais superóxido (O2
.-
) e hidroxila (OH

.
), devido à sua grande reatividade e, 

portanto, aos danos que podem causar. Entretanto, há compostos tão reativos 

como os RL, mas que não possuem elétrons desemparelhados na sua última 

camada, sendo estes classificados como espécies reativas. O termo espécies 

reativas de oxigênio (ERO) é frequentemente usado para incluir compostos 

derivados do oxigênio que não são propriamente radicalares, mas que 

produzem RL, como o peróxido de hidrogênio e o oxigênio singlet (Dröge, 

2002). 

Diversas são as fontes geradoras de RL e ERO. Os sistemas biológicos 

são expostos a estas moléculas continuamente, já que elas são produzidas 

endogenamente, por exemplo, na cadeia transportadora de elétrons 

mitocondrial, na degradação de ácidos graxos e nos processos de fagocitose 

(Dröge, 2002). Além disso, essas moléculas podem ser formadas por fatores 

exógenos, como a radiação ionizante e a exposição a solventes orgânicos 

(Halliwell e Gutteridge, 2007). 
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Em condições fisiológicas do metabolismo celular aeróbio, o oxigênio 

molecular (O2) sofre redução tetravalente, com a incorporação de quatro 

elétrons, resultando na formação de água (H2O). No entanto, aproximadamente 

5% do oxigênio utilizado na cadeia respiratória mitocondrial não é 

completamente reduzido à água, podendo ser convertido a intermediários 

reativos, como os radicais superóxido (O2
.-
) e hidroxila (OH

.
) e também o 

peróxido de hidrogênio (H2O2), processo que pode ser exacerbado em 

condições patológicas (Boveris e Chance, 1973). 

 A reatividade química dos RL é determinada pela molécula que carrega o 

elétron desemparelhado e, por isso, a reatividade varia muito entre um radical e 

outro. Entretanto, em quantidades excessivas, os RL irão causar dano oxidativo 

aos componentes celulares como as proteínas, os lipídios e mesmo os ácidos 

nucléicos (Halliwell e Gutteridge, 2007).  

No entanto, as células possuem defesas contra os efeitos danosos 

produzidos pelos RL, as chamadas defesas antioxidantes que convertem as 

espécies reativas em compostos inativos. Os antioxidantes podem ser 

definidos, portanto, como qualquer substância que, quando presente em baixas 

concentrações com relação ao substrato oxidável, significativamente retarda ou 

previne a oxidação deste substrato. As defesas antioxidantes podem ser 

enzimáticas ou não enzimáticas (Halliwell e Gutteridge, 2007, Halliwell, 1994). 

As enzimas antioxidantes agem impedindo a geração de espécies 

reativas, bem como as removendo. Dentre os principais antioxidantes 

enzimáticos, estão a enzima superóxido dismutase (SOD), que catalisa a 

dismutação de dois radicais superóxidos, formando H2O2 e O2, a enzima 

catalase, que é responsável pela degradação do H2O2, formando água (H2O) e 
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O2 e a enzima glutationa peroxidase (GSH-Px), que catalisa a decomposição de 

hidroperóxidos, utilizando glutationa reduzida (GSH) como substrato para 

formar glutationa oxidada (GSSG) e o produto de redução do hidroperóxido. 

Fisiologicamente, a GSH-Px atua acoplada à enzima glutationa redutase (GR) 

que, por sua vez, catalisa a redução de GSSG, usando NADPH como coenzima 

(Halliwell, 2001; Bonnefoy, Drai e Kostka, 2002; Salvador e Henriques, 2004). 

Na figura 3 é possível observar-se a redução do O2 à água, os sítios de 

formação de RLs e a ação das enzimas antioxidantes. 

 

Figura 3: Redução do oxigênio à água (Adaptado de Lieberman e Marks, 2009). 

 

Além das enzimas antioxidantes, o organismo tem a capacidade de 

sintetizar compostos não-enzimáticos que apresentam, direta ou indiretamente, 

capacidade eficaz de defesa antioxidante, atuando a fim de manter o estado de 
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equilíbrio celular. São exemplos deles a bilirrubina, o ácido úrico, a melatonina, 

o estrógeno e a glutationa (Halliwell e Gutteridge, 2007). Alguns antioxidantes 

não podem ser sintetizados pelo organismo, devendo ser ingeridos na dieta. 

Dentre estes antioxidantes não-enzimáticos, podem-se citar vitaminas, como as 

vitaminas A, C, E, a riboflavina e a tiamina, o selênio, a L-carnitina e os 

polifenóis (Salvador e Henriques, 2004). O modo de ação dos antioxidantes 

não-enzimáticos é, de fato, bastante diverso, podendo abranger a remoção do 

oxigênio presente no meio, o sequestro das ERO ou de seus precursores, bem 

como a inibição da formação das espécies reativas (Halliwell, 1994). 

A L-carnitina (LC) é uma amina quaternária e altamente polar que pode 

ser sintetizada em seres humanos, ao contrário de outros organismos. 

Entretanto, a maior parte da LC encontrada no homem é de origem exógena, 

devendo ser adquirida da dieta (Gülçin, 2006). Embora a sua principal função 

no organismo seja garantir o transporte de ácidos graxos de cadeia longa para 

dentro da mitocôndria para que possam ser oxidados, diversos estudos têm 

demonstrado que a LC desempenha um papel de proteção contra as ERO. 

Esse papel é resultado principalmente do sequestro de radicais hidroxila e da 

inibição da formação destes radicais na reação de Fenton (Derin et al., 2004). O 

selênio, por sua vez, é um elemento traço que deve ser adquirido na 

alimentação, principalmente a partir de alimentos com alto conteúdo protéico. 

Ele é considerado uma substância antioxidante principalmente por estar 

incorporado em enzimas que possuem atividade catalítica que impede a 

formação de espécies reativas, sendo o exemplo mais comum a GSH-Px 

(Steinbrenner e Sies, 2009). 
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O organismo está normalmente em equilíbrio entre a produção e a 

degradação de RL e ERO, que existem em baixas concentrações em todos os 

tecidos (Dröge, 2002). Entretanto, quando um desequilíbrio ocorre entre a 

capacidade antioxidante e as espécies reativas formadas, em favor das pró-

oxidantes, cria-se um estado denominado de estresse oxidativo (Halliwell e 

Gutteridge, 2007). O estresse oxidativo pode resultar de uma situação em que 

há uma diminuição nos níveis das defesas antioxidantes, uma elevada 

velocidade de produção de espécies reativas ou uma combinação de ambos 

(Salvador e Henriques, 2004).  

Na vigência do estresse oxidativo, o organismo pode reagir de duas 

formas: adaptando-se ou sofrendo dano celular. Em caso de estresse oxidativo 

brando, as células suportam e respondem a essa situação com o aumento na 

produção de defesas antioxidantes, tentando com essa adaptação restabelecer 

o equilíbrio pró-oxidante/antioxidante. Entretanto, um estresse oxidativo muito 

severo leva a danos irreversíveis podendo causar até mesmo a morte celular 

(Halliwell e Gutteridge, 2007). 

O desequilíbrio pró-oxidante/antioxidante pode causar danos 

potencialmente a todos os tipos de moléculas, como os lipídios, as proteínas e 

o DNA. Assim, as principais consequências secundárias ao estresse oxidativo 

nos organismos biológicos são a lipoperoxidação das membranas celulares, 

podendo alterar sua fluidez e permeabilidade; a oxidação de proteínas, que leva 

à alteração da atividade enzimática e mesmo à desnaturação; e lesão ao 

DNA/RNA celular, podendo causar mutações, que, por sua vez, levam ao 

aparecimento de doenças como câncer, doença de Parkinson, entre outras 

(Halliwell e Gutteridge, 2007). 
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2.1 Estresse oxidativo em alterações do sistema ner voso central 
  

 Está bem descrito que o cérebro é um órgão extremamente suscetível à 

ação dos RL e, portanto, ao estresse oxidativo. Isto é devido, entre outras 

causas, ao seu baixo conteúdo de defesas antioxidantes, ao alto conteúdo 

lipídico, ao alto consumo de oxigênio por unidade de massa de tecido e ao alto 

conteúdo de ferro em algumas áreas particulares (Reznick e Packer, 1993; 

Halliwell e Gutteridge, 2007). Desta forma, um crescente número de trabalhos 

descrevem a participação do estresse oxidativo na fisiopatologia de várias 

doenças neurológicas, incluindo a doença de Parkinson, a doença de 

Alzheimer, e esclerose lateral amiotrófica e a esclerose múltipla, por exemplo 

(Reznick e Packer, 1993; Przedborski et al., 1996; Ben-Menachem, Killerman e 

Markleind, 2000). 

 Cabe salientar que estas doenças podem ser tanto resultantes como 

geradoras de um desequilíbrio redox na produção e consumo de ERO ou de 

espécies reativas de nitrogênio. Esta alteração redox pode ser detectada em 

sangue total ou em um de seus constituintes, como eritrócitos, leucócitos, 

plasma ou soro. Estas amostras biológicas são fontes de marcadores in vivo de 

estresse oxidativo, uma vez que através do sangue circulam antioxidantes, 

substâncias que sofreram a ação de espécies reativas e mesmo produtos de 

reações entre biomoléculas e os agentes oxidantes (Dalle-Donne et al., 2006; 

Halliwell e Gutteridge, 2007). 
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2.2 Estresse oxidativo nos erros inatos do metaboli smo 
 

 Nos últimos anos, diversos estudos em modelos animais e em pacientes 

vêm demonstrando a participação do estresse oxidativo na fisiopatologia de 

alguns EIM intermediário, incluindo as acidemias orgânicas, as doenças 

peroxissomais, os defeitos de oxidação mitocondrial de ácidos graxos e as 

aminoacidopatias (Barschak et al., 2006; Vargas et al., 2004; Ribas et al., 2010; 

Wajner et al., 2004; Tonin et al., 2010, Schuck et al., 2009; Sgaravatti et al., 

2009). Acredita-se que o acúmulo dos metabólitos tóxicos e/ou alterações no 

status antioxidante nestas desordens possa levar a um desequilíbrio redox, 

contribuindo para o desenvolvimento dos sintomas, principalmente os 

neurológicos, apesar de o mecanismo responsável pelo estresse oxidativo nos 

EIM ainda não estar completamente esclarecido. 

 Com relação à PKU, em modelos animais demonstrou-se o aumento de 

marcadores de estresse oxidativo em cérebro e cerebelo de ratos 

fenilcetonúricos, sendo que a melatonina e outros antioxidantes foram capazes 

de reverter esse processo (Martinez-Cruz et al., 2002). Além disso, demonstrou-

se que a Phe induz lipoperoxidação e reduz o potencial antioxidante total, além 

de reduzir a atividade da GSH-Px in vivo em ratos (Hagen et al., 2002). Um 

estudo recente demonstrou que a Phe é capaz de induzir oxidação a lipídios e a 

proteínas em hipocampo e córtex cerebral de ratos, sendo que esses efeitos 

foram revertidos pela melatonina e pelo α-tocoferol (Fernandes et al., 2010). 

Estudos também têm demonstrado que pacientes fenilcetonúricos 

submetidos a dietas restritivas acabam por apresentar baixos níveis sanguíneos 

de defesas antioxidantes, entre elas o selênio e a ubiquinona-10 (Q10) (Van 

Bakel et al., 2000; Lombeck, Jochum e Terwolbeck, 1996; Artuch et al., 2004; 
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Hargreaves, 2007). Além disso, é frequente verificar-se nestes pacientes a 

diminuição da atividade das enzimas antioxidantes, entre elas a GSH-Px, 

dependente de selênio (Sierra et al., 1998: Reilly et al., 1990; Wilke et al., 

1992). 

Finalmente, em estudos recentes realizados por nosso grupo de 

pesquisa, foi demonstrado que pacientes fenilcetonúricos, seja no momento do 

diagnóstico, seja em vigência do tratamento dietético, apresentam índices 

elevados de peroxidação lipídica, diminuição da reatividade antioxidante total e 

redução na atividade da enzima GSH-Px (Sirtori et al., 2005; Sitta et al., 2006). 

Este trabalho visa ampliar os conhecimentos no que se refere à 

participação do estresse oxidativo na fisiopatologia da PKU, investigando para 

tanto amostras de sangue de pacientes tratados. 
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OBJETIVOS 
 

Objetivo geral 

 

 Investigar a participação de alterações no equilíbrio redox na 

fisiopatologia da fenilcetonúria, avaliando dano oxidativo e alterações no 

sistema antioxidante em sangue de pacientes portadores da doença. 

 

Objetivos específicos 

 

Capítulo 1: Investigar em sangue total os efeitos in vivo e in vitro da fenilalanina 

sobre o dano ao DNA, determinado pelo ensaio cometa. 

 

Capítulo 2: Avaliar e comparar parâmetros de estresse oxidativo em sangue 

obtido de dois grupos de pacientes fenilcetonúricos, um diagnosticado no 

período neonatal e outro com diagnóstico tardio da doença. 

 

Capítulo 3:  Investigar o papel da deficiência de L-carnitina sobre parâmetros de 

estresse oxidativo em plasma de pacientes fenilcetonúricos. 

 

Capítulo 4:  Avaliar o efeito da suplementação com L-carnitina e selênio sobre 

parâmetros de estresse oxidativo em sangue de pacientes fenilcetonúricos. 
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RESULTADOS 
 

Os resultados deste trabalho estão apresentados na forma de artigos 

científicos. 

 

 

 

Capítulo 1 – Artigo 1: Evidence that DNA damage is associated to 
phenylalanine blood levels in leukocytes from phenylketonuric 
patients 
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Capítulo 2 – Artigo 2: Effect of short- and long-term exposition to 
high phenylalanine blood levels on oxidative damage in 
phenylketonuric patients 

 

 

 

 

Periódico: International Journal of Developmental N euroscience 
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Capítulo 3 – Artigo 3 : L-carnitine blood levels and oxidative stress in 
treated phenylketonuric patients 
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Capítulo 4 – Artigo 4: Evidence that L-carnitine and selenium 
supplementation reduces oxidative stress in phenylketonuric 
patients 
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DISCUSSÃO 
 

 A PKU é causada pela deficiência da PAH, uma enzima hepática que 

promove a hidroxilação da Phe à Tyr. Quando a doença não é tratada, os 

pacientes apresentam altas concentrações de Phe em seus tecidos e líquidos 

biológicos, que é sabido relacionar-se com o retardo mental progressivo 

(Scriver et al., 2001). Quando a doença é detectada e tratada precocemente 

com uma dieta restrita em Phe, o retardo mental pode ser prevenido, apesar de 

alterações neurofisiológicas e comportamentais persistirem (Channon et al., 

2004, Huijbregts et al., 2002). 

 Mesmo após várias décadas de investigação, seja em pacientes 

portadores de PKU, em modelos animais de hiperfenilalaninemia 

farmacologicamente induzida e, mais recentemente, em um modelo de 

camundongo knockout para a doença (PAHenu2), os mecanismos 

fisiopatológicos envolvidos no dano neuronal presente na PKU permanecem 

ainda não completamente elucidados (Sierra et al., 1998; Hagen et al., 2002; 

Ercal et al., 2002). Cabe salientar que parece não se tratar de apenas um 

mecanismo neurotóxico, mas um somatório deles, a causar alterações no SNC 

dos pacientes afetados. Na figura 4, estão apresentados possíveis mecanismos 

patológicos que poderiam contribuir para o dano neurológico que ocorre na 

PKU. 

 O estresse oxidativo vem sendo proposto como um dos mecanismos 

causadores do dano cerebral na PKU. Nesse contexto, a ação deletéria das 

espécies reativas já está extensivamente documentada como participante da 

fisiopatologia de doenças neurodegenerativas. Na PKU acumulam-se 
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metabólitos tóxicos que potencialmente representam uma fonte produtora de 

radicais livres. Por outro lado, as dietas com restrição protéica às quais os 

pacientes são submetidos poderiam diminuir a disponibilidade de antioxidantes, 

reduzindo a sua concentração no organismo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Possíveis mecanismos causadores do dano neurológico na PKU (Adaptado de Ribas 
et al., 2011).  A Phe impede o transporte de vários aminoácidos neutros (LNAA) para dentro do 
cérebro, o que, em conjunto com a redução dos níveis de tirosina, reduz a síntese de 
neurotransmissores, como a dopamina e a noradrenalina. A Phe também pode inibir enzimas 
como a Na+,K+-ATPase, a isoforma mitocondrial da creatina quinase (mit-CK) e a cadeia 
mitocondrial de transferência de elétrons (METC), importantes para o metabolismo energético. 
A Phe (e também seus metabólitos) pode ainda levar à produção de espécies reativas de 
oxigênio (ROS) e de nitrogênio (RNS) e reduzir as defesas antioxidantes, causando dano 
oxidativo a biomoléculas, como proteínas, lipídios e DNA. 
 

Estudos nessa área iniciaram-se com a investigação de deficiências 

nutricionais que levariam à diminuição da disponibilidade de antioxidantes. A 

dieta restrita em fenilalanina em pacientes fenilcetonúricos leva à redução na 

concentração de selênio eritrocitário, de Q10, do status antioxidante total e da 

atividade das enzimas CAT, SOD e GSH-Px (Wilke, 1992; Lombeck, I., Jochum, 

F., Terwolbeck, 1996; Van Bakel et al., 2000; Artuch et al., 2004). Sierra e 
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colaboradores (1998) verificaram que distúrbios neurológicos foram observados 

com maior frequência em pacientes fenilcetonúricos que apresentavam 

diminuição na atividade da GSH-Px. 

 Estudos em modelos animais de hiperfenilalaninemia induzida 

quimicamente demonstraram que filhotes de ratas fenilcetonúricas 

apresentavam aumento da lipoperoxidação, que foi revertida pelo tratamento 

com melatonina e vitaminas C e E (Martinez-Cruz et al., 2002). Também foi 

demonstrado que a fenilalanina tanto in vitro como in vivo aumenta a 

quimioluminescência (parâmetro de peroxidação lipídica) e reduz o potencial 

antioxidante total no tecido cerebral de ratos (Hagen et al., 2002). Em um 

modelo de camundongo knockout para a PKU (PAHenu2), verificou-se que a 

lipoperoxidação estava aumentada, enquanto o conteúdo de tióis (parâmetro de 

oxidação a proteínas) estava diminuído (Ercal et al., 2002). Em um trabalho 

recente, foi demonstrado que o tratamento com ácido lipóico in vitro e in vivo 

parece ter papel neuroprotetor ao restaurar a atividade de antioxidantes e 

prevenir o dano oxidativo a lipídios em cérebro de ratos (Moraes et al., 2010). 

 Em um estudo prévio, nosso grupo de pesquisa verificou que pacientes 

fenilcetonúricos no momento do diagnóstico (tardio), apresentavam uma 

indução da lipoperoxidação (medida pela medida das espécies reativas ao 

ácido tiobarbitúrico – TBARS), bem como uma diminuição da reatividade 

antioxidante total e da atividade da enzima GSH-Px (Sirtori et al., 2005). Em 

seguimento a este trabalho, verificou-se que os pacientes fenilcetonúricos, 

ainda que já estivessem sendo tratados, permaneciam com as mesmas 

alterações na lipoperoxidação e na redução de antioxidantes, e que estas 
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alterações não eram relacionadas diretamente com as concentrações de Phe 

séricas (Sitta et al., 2006). 

 O presente estudo visa ampliar os conhecimentos com relação à 

participação do estresse oxidativo e da diminuição do conteúdo dos 

antioxidantes na PKU e inicia-se com a investigação de dano ao DNA em 

pacientes fenilcetonúricos in vivo e também aquele produzido pela Phe in vitro, 

que foi determinado através do método do ensaio cometa.   

O ensaio cometa é uma técnica amplamente utilizada para avaliar dano 

ao DNA por se tratar de uma metodologia simples e rápida que verifica quebras 

simples e duplas no DNA (Singh et al., 1988). As células sanguíneas 

individualizadas, englobadas em gel e espalhadas sobre uma lâmina, são 

submetidas a uma corrente elétrica que proporciona a migração dos segmentos 

de DNA livres, resultantes de quebras, para fora do núcleo. Após a eletroforese, 

as células que apresentam um núcleo redondo são identificadas como normais, 

sem possuir dano detectável ao DNA. Por outro lado, as células lesadas são 

identificadas por uma espécie de cauda formada pelos fragmentos do DNA, 

gerando, ao serem visualizadas em microscópio, a imagem de um cometa, que 

dá o nome ao ensaio. A identificação do dano ao DNA pode ser realizada de 

diversas maneiras, como, por exemplo, pela medida do comprimento da cauda 

do cometa com uma ocular de medidas, ou ainda, pela classificação virtual, em 

diferentes níveis de dano, das células analisadas, podendo obter-se um valor 

arbitrário que expresse o dano geral sofrido por uma população de células, 

método que foi empregado neste estudo. 

Foi verificado neste trabalho que a adição de concentrações crescentes 

de Phe ao meio de células sanguíneas, produziu dano crescente, até a 
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concentração de 1000 µmol/L e que concentrações de Phe de 250 µmol/L já 

foram capazes de produzir dano significativo ao DNA. É importante salientar 

que uma das mais preconizadas metas a serem atingidas no tratamento da 

PKU é a manutenção dos níveis sanguíneos de Phe abaixo de 360 µmol/L e, 

portanto, conforme verificado no ensaio in vitro, mesmo alcançando nestas 

concentrações, os pacientes já estariam sofrendo maiores lesões ao DNA 

relativamente a indivíduos saudáveis (Phe 100 µmol/L). 

Os resultados de dano ao DNA in vivo encontrados em pacientes 

fenilcetonúricos corroboram com os resultados encontrados com a Phe in vitro, 

uma vez que pacientes com níveis sanguíneos de Phe bastante elevados 

(acima de 600 µmol/L) apresentaram maior dano do que aqueles pacientes com 

um “adequado” controle da Phe, que, por sua vez, já apresentavam dano 

significativo em relação aos controles. Desta forma, pode-se inferir que as 

concentrações sanguíneas de Phe e, talvez, de seus metabólitos, estejam 

diretamente relacionadas ao dano ao DNA. 

Embora o ensaio cometa não seja uma técnica que determine 

especificamente dano oxidativo ao DNA, existe um número substancial de 

evidências na literatura indicando que processos oxidativos geralmente lesam o 

DNA. Além disso, já está bem documentada a ocorrência de dano oxidativo a 

outras biomoléculas, como proteínas e lipídios na PKU. Inclusive, verificamos 

uma correlação positiva entre a peroxidação lipídica (medida através do método 

do TBARS) e o dano ao DNA medido pelo ensaio cometa nos pacientes 

fenilcetonúricos (dados não mostrados) e, portanto, poderíamos inferir que as 

quebras ao DNA produzidas na doença poderiam ser geradas pelo ataque de 

espécies reativas.  
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 Neste particular, o dano oxidativo ao DNA é considerado o mais 

significativo dano oriundo do metabolismo celular representando, portanto, um 

fator determinante de disfunção e morte celular. Estima-se que 

aproximadamente 2x104 lesões oxidativas ao DNA ocorram no genoma humano 

por dia (Ames e Shigenoga, 1992). Desta maneira, acredita-se que o reparo 

destas lesões possua um papel central na prevenção do aumento de mutações 

nos organismos vivos (Maluf, 2004). Muitas evidências sugerem que os danos 

cumulativos ao DNA causados por espécies reativas contribuem para diversas 

situações clínicas como o câncer (Palyvoda et al., 2003), a esquizofrenia 

(Psimadas et al., 2004) e a doença de Alzheimer (Migliore et al., 2005).   

Assim, com este trabalho, propomos que também na PKU o dano 

oxidativo ao DNA possa contribuir para a fisiopatologia da doença e que 

estratégias para minimizar este dano devam ser empregadas, como, por 

exemplo, o uso de antioxidantes. Nesse sentido, uma das mais promissoras 

aplicações do ensaio cometa está mesmo no ramo da nutrição, uma vez que a 

eficácia de ensaios clínicos com antioxidantes tem sido testada com o uso 

deste método, pela avaliação da diminuição dos índices de dano ao DNA que 

os antioxidantes propiciam (Cemeli, Baumgartner e Anderson, 2009; Collins, 

2007). 

A PKU talvez seja o erro inato do metabolismo mais estudado, 

provavelmente por ser um transtorno de relativamente alta prevalência. Além da 

elevada prevalência, a PKU apresenta possibilidade de diagnóstico rápido e um 

tratamento efetivo. Por este motivo, a doença é indicada a fazer parte dos 

programas de triagem neonatal, que visam diagnosticar precocemente diversas 

doenças congênitas através de exames realizados em massa em recém-
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nascidos. O objetivo de um programa de triagem neonatal, mais conhecido no 

Brasil como teste do pezinho, é intervir no curso natural das doenças por meio 

do tratamento precoce, evitando, assim, sequelas graves ao desenvolvimento 

físico e mental da criança (Meirelles, 2002). 

De fato, os programas de triagem neonatal iniciaram-se com a PKU, 

através dos estudos de Guthrie (1963). No Brasil, o teste do pezinho em sua 

versão mais simples foi introduzido ainda na década de 70, mas somente em 

1992, por meio de lei federal, o teste tornou-se obrigatório em todo o país. 

Entretanto, ainda hoje a cobertura do teste não atinge 100% dos recém-

nascidos e muitos fenilcetonúricos são “perdidos” no período neonatal. O 

diagnóstico tardio impede o tratamento precoce, o que muitas vezes leva ao 

retardo mental, causado pela exposição às altas concentrações de Phe e seus 

metabólitos por um longo período de tempo. 

Devido a esta realidade, nosso grupo de pesquisa teve acesso a material 

biológico de pacientes fenilcetonúricos (em tratamento) que foram 

diagnosticados tanto tardiamente como no período neonatal, o que nos motivou 

a investigar se havia alguma diferença entre estes dois grupos, no que se refere 

ao estresse oxidativo e às defesas antioxidantes. 

Investigou-se inicialmente a capacidade antioxidante enzimática (GSH-

Px) e não enzimática (TAR e GSH). Nenhuma diferença foi observada entre os 

dois grupos de pacientes no que se refere a essas defesas antioxidantes. 

Pacientes fenilcetonúricos com diagnóstico tardio e com diagnóstico precoce 

apresentaram, de maneira similar, redução nos antioxidantes, quando 

comparados com indivíduos saudáveis. Estes resultados estão em 

concordância com estudos prévios que demonstraram que pacientes 
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fenilcetonúricos sob dieta restrita apresentam redução na concentração 

sanguínea de diversos antioxidantes, que é atribuída provavelmente à redução 

do aporte de substâncias com capacidade antioxidante pela dieta (Artuch et al., 

2004; Van Bakel et al., 2000; Wilke et al., 1992). 

Entretanto, o resultado mais interessante neste trabalho foi encontrado 

quando se avaliou dano oxidativo a lipídios (TBARS) e a proteínas (conteúdo de 

grupamentos carbonilas e sulfidrilas) nos dois grupos de pacientes com 

fenilcetonúria. Verificamos que apenas os pacientes fenilcetonúricos que foram 

diagnosticados tardiamente apresentaram oxidação destas biomoléculas 

significativamente maior em comparação aos controles. Cabe salientar que os 

dois grupos de pacientes utilizados no estudo apresentavam idade e níveis de 

fenilalanina sanguínea comparáveis entre si e que estudos prévios do nosso 

grupo de pesquisa foram desenvolvidos utilizando-se apenas amostras de 

pacientes fenilcetonúricos cujo diagnóstico da doença foi realizado tardiamente 

(Sirtori et al., 2005; Sitta et al., 2006). 

Podemos inferir com os achados deste estudo, que a exposição dos 

pacientes fenilcetonúricos com diagnóstico tardio, por um período longo de 

tempo, a altas concentrações de fenilalanina e seus metabólitos levou a um 

dano oxidativo incapaz de ser completamente prevenido pelos antioxidantes 

teciduais, que, por sua vez, estão sabidamente reduzidos nos pacientes. A 

maneira pela qual os metabólitos acumulados na PKU induzem à oxidação de 

biomoléculas ainda não pode ser totalmente esclarecida. Entretanto, é possível 

que esteja relacionada à própria superprodução, direta ou indireta, de espécies 

reativas ou, então, à depleção de substâncias antioxidantes (Wajner et al., 

2004).  
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Como previamente mencionado, o tecido cerebral é bastante suscetível 

ao ataque de espécies reativas que provocam injúria ao SNC. Um aumento na 

produção de ERO e uma redução nos níveis de GSH são frequentemente 

observados e associados a processos apoptóticos (Slater et al., 1995; van den 

Dobbelsteen et al., 1996). Podemos, então, especular, que o acúmulo de 

metabólitos tóxicos na PKU possa mesmo levar à morte celular por apoptose. 

Isto poderia explicar, pelo menos parcialmente, as alterações neurológicas 

apresentadas pelos pacientes expostos a altas concentrações de Phe por um 

período prolongado. Ainda, o fato de termos observado dano oxidativo apenas 

nos pacientes que não foram tratados precocemente, que são os mais 

suscetíveis a desenvolver retardo mental, nos dá mais subsídios para sugerir 

que o estresse oxidativo esteja mesmo relacionado com a fisiopatologia da 

PKU. 

Dando continuidade a este trabalho, passamos a investigar o status 

antioxidante nos pacientes fenilcetonúricos e como ele poderia estar 

relacionado com o dano neurológico presente na PKU. 

Para manter a Phe dentro de níveis considerados seguros, os pacientes 

fenilcetonúricos são recomendados a seguir uma dieta especial, com baixa 

quantidade de proteína, que exclui, quase que completamente, produtos de 

origem animal e inclui quantidades controladas de cereais, frutas e vegetais. A 

baixa ingestão de proteínas com alto valor biológico diminui, entretanto, a 

biodisponibilidade de diversos nutrientes, dentre eles, substâncias com ação 

antioxidante, como o selênio, a L-carnitina (LC) e a Q10 (Artuch et al., 1999; 

van Bakel et al., 2000; Vilaseca et al., 1993).  
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Embora a LC seja sintetizada endogenamente em humanos, o maior 

conteúdo presente no organismo (75%) é adquirido exogenamente, através da 

alimentação (Bremer, 1983). Uma vez que os alimentos mais ricos em LC são o 

leite e derivados, e também a carne vermelha, pacientes fenilcetonúricos em 

tratamento com restrição dietética frequentemente apresentam deficiências 

neste composto (Schulpis et al., 1990; Vilaseca et al., 1993).  

Neste estudo, ao analisar as concentrações de carnitina total no sangue 

dos pacientes fenilcetonúricos, verificamos uma diminuição significativa deste 

composto apenas no grupo de pacientes que seguia estritamente a dieta 

prescrita, e que possuía, portanto, níveis de Phe sérica considerados 

satisfatórios. Tendo sido encontrada uma correlação positiva entre os níveis 

sanguíneos de LC e os níveis de Phe, a redução deste composto pôde ser 

atribuída à restrição protéica a que os pacientes eram submetidos.  

Também verificamos uma correlação significativa negativa entre os 

níveis sanguíneos de LC e a peroxidação lipídica, bem como uma correlação 

significativa positiva entre os níveis de LC e a reatividade antioxidante total nos 

pacientes com bom controle dietético. É possível inferir, portanto, que, ao 

menos nestes pacientes, a deficiência da LC possa estar contribuindo para a 

ocorrência de dano oxidativo a biomoléculas. 

Nos últimos anos, diversos estudos têm investigado o papel da LC (ácido 

4-n-trimetilamônio-3-hidiroxibutírico) no organismo, sendo que diversas e 

importantes funções já foram atribuídas a ela. A LC é uma substância altamente 

polar e hidrofílica, cujo principal papel no metabolismo é o transporte de ácidos 

graxos de cadeia longa para dentro da matriz mitocondrial, atravessando a 
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membrana interna da organela, para que esses ácidos graxos possam ser 

oxidados para a produção de energia (Bahl e Bressler 1987). 

Além disso, a LC possui papel modulatório da função neural por mediar a 

transferência de grupamentos acetila para a síntese de acetilcolina, bem como 

influenciar vias de transdução de sinal e expressão gênica (Nalecz e Nalecz, 

1996; Binienda e Ali, 2001). Ela também atua como cofator na oxidação 

peroxissomal de ácidos graxos de cadeia muito longa, estimula a respiração 

celular e a função do peroxissomo e é frequentemente utilizada como um 

suplemento alimentar por, supostamente, aumentar o desempenho físico e 

promover a perda de peso. Também tem sido atribuído à LC papel na melhora 

das funções imunológicas e ela tem sido sugerida como um agente terapêutico 

para diversas desordens neurodegenerativas (Solarska et al., 2010). 

Os efeitos benéficos da LC parecem ser mediados, pelo menos em parte, 

por suas propriedades antioxidantes. A LC tem sido descrita como um 

“sequestrador” de radicais superóxido (Gulçin, 2006). Por sua vez, os radicais 

superóxido desempenham um importante papel na formação de outros ROS, 

como o peróxido de hidrogênio e os radicais hidroxila, os quais induzem dano 

oxidativo a lipídios, proteínas e DNA (Pietta, 2000). Também tem sido descrito 

que a LC seria capaz de sequestrar o peróxido de hidrogênio e os radicais 

hidroxila (considerados os mais deletérios ao organismo) e também poderia 

inibir a produção dos radicais hidroxila (Derin et al., 2004; Gulçin, 2006; 

Reznick, Kagan e Ramsey,1992). Além disso, a LC também apresenta um 

efeito antiperoxidativo que está relacionado à sua ação como um quelante de 

metais que leva a uma diminuição na concentração de íons metálicos e, 

consequentemente, na geração de radicais livres (Muthuswamy et al., 2006). 
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A atividade antioxidante da LC também se relaciona ao seu papel de 

proteção aos antioxidantes teciduais, tanto enzimáticos quanto não-

enzimáticos. Esse papel inclui a regulação dos níveis de glutationa e a elevação 

na atividade de enzimas antioxidantes (Tanghasamy et al., 2009; Calabrese et 

al., 2006). Assim, os efeitos in vivo da LC podem ser mediados pela ação direta 

da carnitina ou, então, pela biossíntese de enzimas antioxidantes e outras 

proteínas (Solarska et al., 2010). 

Estando bem definidas as importantes funções que a LC exerce no 

organismo, incluindo aquelas de proteção ao dano oxidativo, e estando descrita 

a deficiência deste composto em pacientes fenilcetonúricos sob dieta restrita, 

nos últimos anos, diversas fórmulas sintéticas utilizadas no tratamento dos 

pacientes com PKU têm incluído em sua composição a LC. 

Outra substância que já foi descrito estar deficiente em pacientes 

fenilcetonúricos sob tratamento é o selênio (Wilke, 1992; Lombeck, I., Jochum, 

F., Terwolbeck, 1996; Van Bakel et al., 2000). Por esse motivo, nos últimos 

anos, sua suplementação vem sendo recomendada aos pacientes e ele 

também vem sendo incorporado às fórmulas utilizadas na terapia dietética da 

fenilcetonúria. 

O selênio é um micronutriente essencial, que é adquirido pelo ser 

humano através da dieta, principalmente a partir de cereais, peixes e carnes 

(Steinbrenner e Sies, 2009). É hoje bem estabelecido que o selênio 

desempenha importantes funções biológicas nos organismos vivos, 

principalmente através da sua incorporação em uma família de proteínas 

chamadas selenoproteínas, nas quais o selênio é especificamente incorporado 
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ao aminoácido cisteína, resultando na selenocisteína (Patrick, 2004; 

Moghadaszadeh e Beggs, 2006).  

Até hoje, todas as selenoproteínas cujas funções já são conhecidas 

desempenham atividade catalítica, sendo que o resíduo de Se está localizado 

no sítio catalítico da enzima, onde participa de reações redox. As enzimas 

contendo resíduos de Se podem estar envolvidas em diversas funções, como 

no desenvolvimento muscular, no sistema imunológico, na fertilidade, na 

regulação do metabolismo da tireoide e no sistema de defesa antioxidante. 

Consequentemente, a quantidade de patologias associadas a defeitos primários 

ou secundários na atividade de selenoproteínas é bastante grande 

(Moghadaszadeh e Beggs, 2006). Além disso, quer em níveis nutricionais, ou 

supranutricionais, o selênio é reconhecido tanto como agente de prevenção a 

determinados cânceres, como por apresentar efeitos antitumorigênicos em 

cânceres já iniciados (Patrick, 2004). 

Foi verificado no presente trabalho que os pacientes fenilcetonúricos 

submetidos à dieta com restrição protéica e que recebiam suplementação com 

uma fórmula rica em micronutrientes, mas não contendo LC e selênio, eram 

deficientes nestas substâncias.  No entanto, a suplementação por um período 

de 6 meses com uma fórmula contendo LC (98 mg/dia) e selênio (31,5 µg/dia) 

foi capaz de restabelecer os níveis desses compostos no sangue dos pacientes, 

a valores comparáveis aos encontrados em indivíduos controles. 

Verificamos também que antes de iniciarem a suplementação com LC e 

selênio, os pacientes com PKU apresentavam aumento significativo na 

oxidação a lipídios e proteínas, bem como uma diminuição significativa na 

atividade das enzimas antioxidantes SOD e GSH-Px. A suplementação, no 
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entanto, foi capaz de restabelecer a atividade da enzima GSH-Px e também 

corrigiu completamente a oxidação aos lipídios. 

Além disso, foi verificada uma correlação fortemente positiva entre os 

níveis de selênio sérico e a atividade da enzima GSH-Px. Este achado já era 

esperado, visto que a GSH-Px é uma selenoproteína que catalisa a oxidação da 

glutationa reduzida e permite a redução do peróxido de hidrogênio à água, 

advindo daí sua ação antioxidante, por impedir processos peroxidativos, e 

protegendo, portanto, o organismo do dano celular. 

Adicionalmente à bem documentada função do selênio como 

antioxidante, estudos recentes têm demonstrado um papel do selênio na 

manutenção da função cerebral (Zhang et al., 2010). De fato, o selênio é 

amplamente distribuído através do corpo, mas é particularmente mantido em 

altas concentrações no cérebro, mesmo quando da sua deficiência prolongada 

no organismo (Schweizer, Schomberg e Savaskan, 2004). Várias evidências 

sugerem que há uma ligação entre os níveis de selênio e alterações cognitivas, 

depressão, ansiedade e hostilidade em humanos (Rayman, 2002). A diminuição 

na expressão de diversas selenoproteínas vem sendo associada a diversas 

doenças neurológicas como as doenças de Parkinson, Alzheimer e epilepsia, e 

recentes avanços usando modelos animais geneticamente modificados 

demonstraram que as selenoproteínas oferecem proteção contra a 

neurodegeneração, principalmente através da regulação redox (Zhang et al., 

2010). Dessa forma, podemos inferir que também na PKU a deficiência de 

selênio possa contribuir significativamente para os sintomas neurológicos 

apresentados pelos pacientes e, portanto, deve ser evitada. 



 69 

Tendo sido encontrada uma correlação negativa significativa entre os 

níveis de carnitina livre e a peroxidação lipídica (medida pelo método do 

TBARS) nos pacientes fenilcetonúricos, pudemos inferir que a suplementação 

com LC desempenhe papel fundamental na diminuição da oxidação aos lipídios 

verificada neste estudo. De fato, diversos trabalhos vêm demonstrando uma 

ação protetora da LC sobre o dano aos lipídios.  Isso pode dever-se, pelo 

menos parcialmente, à principal atividade biológica da carnitina que é a de 

transportar ácidos graxos para dentro da mitocôndria para que possam ser 

oxidados, diminuindo, dessa forma, a disponibilidade de lipídios para sofrerem 

oxidação. Deve-se ainda enfatizar que a formação de EROs como o ânion 

superóxido, o peróxido de hidrogênio e o radical hidroxila é também catalisada 

pelo ferro livre, através da reação de Haber-Weiss. Nesse particular, foi também 

demonstrado que a L-carnitina e seus ésteres também são capazes de inibir a 

peroxidação lipídica induzida por ferro, através da formação de complexos com 

o metal (Gulçin, 2006). Este poderia ser, então, outro mecanismo importante na 

diminuição do dano a lipídios proporcionado pela LC e verificado em nossos 

pacientes. 

É importante salientar que a peroxidação lipídica causa efeitos deletérios 

aos organismos, principalmente por alterar a organização e, portanto, a função 

de membranas, tendo sido, dessa forma, associada à patogênese de diversas 

doenças (Niki, 2009). Assim, a administração de substâncias que inibam a 

lipoperoxidação, como a L-carnitina, principalmente quando estiverem 

deficientes, como no caso de pacientes fenilcetonúricos, deve ser fortemente 

recomendada. 
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CONCLUSÕES 
  

O estresse oxidativo é um processo patológico que vem sendo descrito 

em um número crescente de doenças em que há comprometimento 

neurológico, incluindo diversos erros inatos do metabolismo.  

Neste trabalho, realizado a partir de sangue de pacientes 

fenilcetonúricos, confirmamos e agregamos novas evidências de que o estresse 

oxidativo de fato ocorre na PKU. Verificou-se uma diminuição das defesas 

antioxidantes, que possivelmente foi causada pela restrição dietética de 

compostos com ação antioxidante, como a L-carnitina e o selênio. Além disso, 

foi demonstrado um aumento nos biomarcadores que refletem dano a 

proteínas, lipídios e DNA, principalmente nos pacientes sem controle adequado 

dos níveis sanguíneos de Phe. O dano às biomoléculas ocorre, provavelmente, 

devido a um aumento na formação de espécies reativas, a partir do acúmulo de 

Phe.  A deficiência nas defesas antioxidantes também poderia resultar em uma 

predisposição maior ao dano oxidativo, como foi observado. 

Assim, considerando que os mesmos achados verificados em sangue, 

também ocorram no cérebro dos pacientes fenilcetonúricos, podemos presumir 

que o estresse oxidativo participa do dano cerebral encontrado na PKU, 

possivelmente contribuindo para os sintomas e anormalidades neurológicas 

característicos da doença. 

Desta forma, sugerimos que a terapia com antioxidantes deva ser cada 

vez mais considerada como uma ferramenta auxiliar no tratamento dos 

pacientes com PKU, devendo ser associada à terapia já preconizada baseada 

na restrição de alimentos ricos em proteínas na dieta. 
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PERSPECTIVAS 
 

 Pretendemos dar continuidade a esse trabalho, expandindo nossos 

resultados. Desta forma, são nossas perspectivas imediatas: 

 

a) Quantificar os metabólitos tóxicos fenil-lactato, fenilpiruvato e 

fenilacetato excretados na urina de pacientes com PKU, a fim de 

correlacioná-los a parâmetros de estresse oxidativo e com as 

defesas antioxidantes determinados na urina dos pacientes; 

 

b) Investigar o efeito dos metabólitos acumulados na PKU (fenil-

lactato, fenilpiruvato e fenilacetato) sobre o dano ao DNA através 

da técnica do ensaio cometa; 

 

c) Avaliar parâmetros de estresse oxidativo em pacientes com 

outras formas clínicas de PKU (forma moderada, forma leve e a 

causada pela deficiência do cofator tetra-hidrobiopterina) 

separadamente; 

 

d) Correlacionar parâmetros de estresse oxidativo e quantidade de 

antioxidantes com testes cognitivos, por exemplo, o de quociente 

de inteligência (QI). 

 

 



 72 

REFERÊNCIAS 
 

Ames, B.N., Shigenaga, M.K. (1992). Oxidants are a major contributor to aging. 

Ann. N. Y. Acad. Sci. 663: 85-96. 

Artuch, R., Vilaseca, M.A., Moreno, J., Lambruschini, N., Cambra, F.J., 

Campistol, J. (1999). Decreased serum ubiquinone-10 concentration in 

phenylketonuria. Am. J. Clin. Nutr. 70: 892-895. 

Artuch, R., Colome, C., Sierra, C., Brandi, N., Lambruschini, N., Campistol, J., 

Ugarte, D., Vilaseca, M.A. (2004). A longitudinal study of antioxidant status 

in phenylketonuric patients. Clin. Biochem. 37:198-203. 

Bahl, J.J., Bressler, R. (1987). The pharmacology of L-carnitine. Annu. Rev. 

Pharmacol. Toxicol. 24: 257-277. 

Baric, I., Fumic, K., Hoffmann, G.F. (2001). Inborn errors of metabolism at the 

turn of the millennium. Croat. Med. J. 42: 379-383. 

Barschak, A.G., Sitta, A., Deon, M., Oliveira, M.H., Haeser, A., Dutra-Filho, C.S., 

Wajner, M., Vargas, C.R. (2006) Evidence that oxidative stress is increased 

in plasma from patients with maple syrup urine disease. Metab. Brain. Dis. 

21: 279-286. 

Ben-Menachem, E. Killerman, R., Markleind, S. (2000) Superoxide dismutase 

and glutathione peroxidase function in progressive myoclonus epilepsies. 

Epilepsy Res. 40: 29-33. 

Berg, J.M., Tymoczko, J.L., Stryer, L. (eds). (2010). Biochemistry. 7ª edição. 

New York: Freeman and Company. 

Bickel, H., Gerrard, J., Hickmans, E.M. (1953). Influence of phenylalanine intake 

on phenylketonuria. Lancet 2: 812-813. 



 73 

Binienda, Z.K., Ali, S.F. (2001). Neuroprotective role of l-carnitine in the 3- 

nitropropionic acid induced neurotoxicity. Toxicol. Lett. 125: 67–73. 

Bonnefoy, M., Drai, J., Kostkta, T. (2002). Antioxidants to slow aging, facts and 

perspectives. Presse Med. 31: 1174-1184. 

Boveris, A., Chance, B. (1973). The mitochondrial generation of hydrogen 

peroxide. Biochem.  J. 134:707-716. 

Bremer, J. (1983). Carnitine metabolism and functions. Physiol. Rev. 63:1420-

1480. 

Burgard, P., Bremer, H.J., Buhrdel, P., Clemens, P.C., Monch, E., Przyrembel, 

H. (1999). Rationale for the German recommendations for phebylalanine 

level control in phenylketonuria. Eur. J. Pediatr. 158: 46-54. 

Calabrese, V., Colombrita, C., Sultana, R., Scapagnini, G., Calvani, M., 

Butterfield, D.A., Stella, A.M. (2006). Redox modulation of heat shock 

protein expression by acetylcarnitine in aging brain: relationship to 

antioxidant status and mitochondrial function. Antioxid. Redox Signal 8:  

404-416. 

Campistol, J., Lambruschini, N., Vilaseca, M.A., Pérez-Dueñas, B., Fusté, E., 

Goméz, L. (2006). Hiperfenilalaninemia. In: Sanjurjo, P. and Baldellou, A. 

(eds). Diagnostico y tratamiento de las enfermidades metabolias 

hereditárias. 2 edição. Madrid: Ergon. 

Cemeli, E., Baumgartner, A., Anderson, D. (2009). Antioxidants and the Comet 

assay. Mutat. Res. 681: 51-67. 

Channon, S., German, E., Cassina, C., Lee, P. (2004). Executive functioning, 

memory, and learning in phenylketonuria. Neuropsychology 18: 613-620. 



 74 

Collins, A.R. (2007). Investigating oxidative DNA damage and its repair using 

the comet assay. Mutat. Res. 681: 24-32. 

Cooper, G. (ed). (2000) The Cell: A Molecular Approach. 2ª edição. Sunderland: 

Sinauer Associates. 

Costabeber, E., Kessler, A., Dutra-Filho C.S., de Souza Wyse, A.T., Wajner, M., 

Wannmacher, C.M. (2003). Hyperphenylalaninemia reduces creatine 

kinase activity in the cerebral cortex of rats. Int. J. Dev. Neurosci. 21: 111–

116. 

Dalle-Donne, I., Rossi, R., Colombo, R., Giustarini D., Milzani, A. (2006). 

Biomarkers of oxidative damage in human disease. Clin. Chem. 52: 601-

623.  

Derin, N., Izgut-Uysal, V. N., Agac, A., Aliciguzel, Y., Demir, N. (2004). L-

carnitine protects gastric mucosa by decreasing ischemiae reperfusion 

induced lipid peroxidation. J. Physiol. Pharmacol. 55: 595–606. 

Dröge, W. (2002). Free radicals in the physiological control of cell function. 

Physiol. Rev. 82: 47-95. 

Ercal, N., Aykin-Burns, N., Gurer-Orhan, H.,  Mcdonald, J.D. (2002). Oxidative 

stress in a phenylketonuria animal model. Free Rad.  Biol.  Med.  32: 906–

911. 

Feksa, L.R., Cornelio, A.R., Rech, V.C., Dutra-Filho, C.S., Wyse, A.T., Wajner, 

M., Wannmacher, C.M. (2002). Alanine prevents the reduction of pyruvate 

kinase activity in brain cortex of rats subjected to chemically induced 

hyperphenylalaninemia. Neurochem. Res. 27:.947–952. 

Fernandes, C.G., Leipnitz, G., Seminotti, B., Amaral, A.U., Zanatta, A., Vargas, 

C.R., Dutra Filho, C.S., Wajner, M. (2010). Experimental evidence that 



 75 

phenylalanine provokes oxidative stress in hippocampus and cerebral 

cortex of developing rats. Cell. Mol. Neurobiol. 30: 317-326. 

Gulçin, I. (2006). Antioxidant and antiradical activities of L-carnitine. Life Sci. 78: 

803-811. 

Guthrie, R., Susi, A. (1963). A simple phenylalanine method for detecting 

phenylketonuria in large populations of newborn infants. Pediatrics 32: 338-

343. 

Guttler, F., Lou, H. (1990). Phenylketonuria and hyperphenylalaninemia. In: 

Fernandes, J., Saudubray, J.M., Tada, K. (eds). Inborn metabolic diseases: 

diagnosis and treatment. Berlin: Springer-Verlag.  

Hagen, M.E.K., Pederzolli, C.D., Sgaravatti, A.M., Bridi, R.; Wajner, M.; 

Wanmacher, C.M.D.;  Wyse, A.T.S.; Dutra-Filho, C.S. (2002) Experimental 

hyperphenylalaninemia provokes oxidative stress in rat brain. Biochim. 

Biophys. Acta 1586: 344– 352. 

Halliwell, B. (1994). Free radicals, antioxidants and human disease: curiosity, 

cause or consequence? The Lancet 344: 721-724. 

Halliwell, B. (2001). Role of free radicals in the neurodegenerative diseases: 

therapeutic implications for antioxidant treatment. Drugs Aging 18: 685-

716. 

Halliwell, B; Gutteridge, J.C. (2007). Free Radicals in Biology and Medicine. 4ª 

edição. New York: Oxford. 

Hargreaves IP. (2007). Coenzyme Q10 in phenylketonuria and mevalonic 

aciduria. Mitochondrion 7: 175-180. 



 76 

Hoeksma, M., Reijngoud, D.J., Pruim, J., de Valk, H.W., Paans, A.M., van 

Spronsen, F.J. (2009). Phenylketonuria: High plasma phenylalanine 

decreases cerebral protein synthesis. Mol. Genet. Metab. 96: 177-182. 

Hoffmann, G.F. (1994). Selective screening for inborn errors of metabolism: 

past, present and future. Eur. J. Pediatr. 153: 2-8. 

Huijbregts, S.C., de Sonneville, L.M., Licht, R., van Spronsen, F.J., Verkerk, 

P.H., Sergeant, J.A. (2002). Sustained attention and inhibition of cognitive 

interference in treated phenylketonuria: associations with concurrent and 

lifetime phenylalanine concentrations. Neuropsychology 40: 7-15. 

Kaufman, S. (1989). An evaluation of the possible neurotoxicity of metabolites of 

phenylalanine. J. Pediatr. 114: 895-900. 

Lehninger, A.L. (2008).  Principles of Biochemistry. 5ª edição. New York: 

Freeman and Company. 

Levy, H.L. (1999). Phenylketonuria: old disease, new approach to treatment. 

Proc. Natl. Acad. Sci. 96:1811-1813. 

Lieberman, M., Marks, A.D. (2009). Oxygen toxicity and free-radical injury. In: 

Basic Medical Biochemistry. Baltimore: Williams & Wilkins. 

Lombeck, I., Jochum, F., Terwolbeck, K. (1996). Selenium status in infants and 

children with phenylketonuria and in maternal phenylketonuria. Eur. J. 

Pediatr. 155: 140-144. 

Maluf, S.W. (2004). Monitoring DNA damage following radiation exposure using 

cytokinesis-block micronucleus method and alkaline single-cell gel 

electrophoresis. Clin. Chim. Acta 347:15-24. 



 77 

Martinez-Cruz, F., Pozo, D., Osuna, C., Espinar, A., Marchante, C., Guerrero, 

J.M. (2002). Oxidative stress induced by phenylketonuria in the rat: prevent 

by melatonin, vitamin E and vitamin C. J. Neurosci.  Res.  69:550– 558. 

Moghadaszadeh, B., Beggs, A.H. (2006). Selenoproteins and their impact on 

human health through diverse physiological pathways. Physiol. 21: 307-

315. 

Muthuswamy, A. D., Vedagiri, K., Ganesan, M., Chinnakannu, P. (2006). 

Oxidative stress-mediated macromolecular damage and dwindle in 

antioxidant status in aged rat brain regions: role of L-carnitine and DL-

alpha-lipoic acid. Clin. Chim. Acta 368: 84–92. 

Meirelles, R.M.R. (2002). Triagem Neonatal: Ficção ou Realidade? Arq. Bras. 

Endocrinol. Metab. 44:119-121 . 

Migliore, L., Fontana, I., Colognato, R., Coppede, F., Siciliano, G., Murri, L. 

(2005). Searching for the role and the most suitable biomarkers of oxidative 

stress in Alzheimer's disease and in other neurodegenerative diseases. 

Neurobiol. Aging 26:587-95. 

Moraes, T.B., Zanin, F., Rosa, A., Oliveira, A., Coelho, J., Petrillo, F., Wajner, 

M., Dutra-Filho, C.S. (2010). Lipoic acid prevents oxidative stress in vitro 

and in vivo by an acute hyperphenylalaninemia chemically-induced in rat 

brain. J. Neurol. Sci. 292: 89-95.  

Nalecz, K.A., Nalecz, M.J.I. (1996). Carnitine - a known compound, a novel 

function in neural cells. Acta Neurobiol. Exp. 56: 597– 609. 

Niki, E. (2009). Lipid peroxidation: Physiological levels and dual biological 

effects. Free Rad. Biol. Med. 47: 469-484 



 78 

Ormazábal, A., Artuch, R., Vilaseca, M.A., García-Cazorla, A., Campistol, J. 

(2004). Mecanismos de patogenia en la fenilcetonuria: transtornos que 

afectan el metabolismo de los neurotransmisores y el sistema antioxidante. 

Rev. Neurol. 39: 956-961. 

Palyvoda, O., Polańska, J., Wygoda, A., Rzeszowska-Wolny, J. (2003). DNA 

damage and repair in lymphocytes of normal individuals and cancer 

patients: studies by the comet assay and micronucleus tests. Acta Biochim. 

Pol. 50:181-190. 

Patrick, N.D. (2004). Selenium biochemistry and cancer: a review of the 

literature. Alt. Med. Rev. 9:239-258. 

Phenylalanine Hydroxylase Locus Knowledgebase. http://www.pahdb.mcgill.ca. 

Acessado em 18 de abril de 2011. 

Pietta, P.G. (2000). Flavonoids as antioxidants. J. Nat. Prod. 63: 1035– 1042. 

Przedborski, S., Donaldson, D.B.S., Jakowec, M., Kish, S.J., Guttman, M., 

Rosoklija, G., Hays. A.P. (1996). Brain superoxide dismutase, catalase and 

glutathione peroxidase activities in Amyotrophic Lateral Sclerosis. 

Ann.Neurol. 39:158-165. 

Psimadas, D., Messini-Nikolaki, N., Zafiropoulou, M., Fortos, A., Tsilimigaki, S., 

Piperakis, S,M. (2004). DNA damage and repair efficiency in lymphocytes 

from schizophrenic patients. Cancer Lett. 204:33-40. 

Rayman, N.P. (2002). The argument for increasing selenium intake. Proc. Nutr. 

Soc. 61: 203-215. 

Rech, V.C., Feksa, L.R., Dutra-Filho, C.S., Wyse, A.T., Wajner, M., 

Wannmacher, C.M. (2002). Inhibition of the mitochondrial respiratory chain 

by phenylalanine in rat cerebral cortex. Neurochem. Res. 27:.353–357. 



 79 

Reilly, C., Barrett, J.E., Patterson, C.M., Tinggi, U., Latham, S.L., Marrinan, A. 

(1990). Trace element nutrition status and dietary intake of children with 

phenylketonuria. Am. J. Clin. Nutr. 52: 159-165. 

Reznick, A. Z., Kagan, V. E., Ramsey, R. (1992). Antiradical effects of L-

propionyl carnitine protection of the heart against ischemia reperfusion 

injury: the possible role of iron chelation. Arch. Biochem. Biophys. 296: 

394–401. 

Reznick, A.Z., Packer, L. (1993). Free radicals and antioxidants in muscular and 

neurological diseases and Disorders. In: G. Poli, E. Albano and M.U. 

Dianzani (eds). Free Radicals: From Basic Science to Medicine. 

Switzerland: Birkhäuser Verlag Basic. 

Ribas, G.S., Manfredini, V., de Mari, J.F., Wayhs, C.Y., Vanzin, C.S., Biancini, 

G.B., Sitta, A., Deon, M., Wajner, M., Vargas, C.R. (2010). Reduction of 

lipid and protein damage in patients with disorders of propionate 

metabolism under treatment: a possible protective role of L-carnitine 

supplementation. Int. J. Dev. Neurosci. 28: 127-132. 

Ribas, G.S., Sitta, A., Wajner, M., Vargas, C.R (2011). Oxidative stress in 

Phenylketonuria: what is the evidence? Cell. Mol. Neurobiol. 31: 653-662. 

Salvador, M., Henriques, J.A.P. (2004). Radicais livres e a resposta celular ao 

estresse oxidativo. 1ª edição. Canoas: Editora da Ulbra, pp.13-110. 

Saudubray, J.M., Charpentier, C. (2001). Clinical phenotypes: 

diagnosis/algorithms. In: Scriver, C.R.; Beaudet, A.L., Sly, W.S., Valle, D. 

(eds). The Metabolic and Molecular Basis of Inherited Disease. 8ª edição. 

New York: McGraw-Hill. 



 80 

Schuck, P.F., Ferreira, G.C., Moura, A.P., Busanello, E.N., Tonin, A.M., Dutra-

Filho, C.S., Wajner, M. (2009). Medium-chain fatty acids accumulating in 

MCAD deficiency elicit lipid and protein oxidative damage and decrease 

non-enzymatic antioxidant defenses in rat brain. Neurochem. Int. 54: 519-

525. 

Schulpis, K.H., Nounopoulos, C., Scarpalezou, A., Bouloukos, A., Missiou-

Tsagarakis, S. (1990). Serum carnitine level in phenylketonuric children 

under dietary control in Greece. Acta Paediatr. Scand. 79:930-934. 

Schweizer, U., Schomberg, L., Savaskan,N.E. (2004). The neurobiology of 

selenium: lessons from transgenic mice. J. Nutr. 134: 707-710. 

Scriver, C.R., Beaudet, A.L., Sly, W.S., Valle, D. eds. (2001). The Metabolic and 

Molecular Basis of Inherited Disease. 8ª edição. New York: McGraw-Hill. 

Scriver, C.R., Kaufman, S. (2001). Hyperphenylalaninemia: Phenylalanine 

Hidroxylase Deficiency. In: Scriver, C.R.; Beaudet, A.L., Sly, W.S., Valle, D. 

(eds). The Metabolic and Molecular Basis of Inherited Disease. 8ª edição. 

New York: McGraw-Hill. 

Sgaravatti, A.M., Magnusson, A.S., de Oliveira, A.S., Rosa, A.P., Mescka, C.P., 

Zanin, F.R., Pederzolli, C.D., Wyse, A.T., Wannmacher, C.M., Wajner, M., 

Dutra-Filho, C.S. (2009). Tyrosine administration decreases glutathione 

and stimulates lipid and protein oxidation in rat cerebral cortex. Metab. 

Brain Dis. 24: 415-425. 

Sierra, C., Vilaseca,  M.A., Moyano, D., Brandi, N., Campistol, J., Lambruschini, 

N., Cambra, F.J., Deulofeu, R., Mira A. (1998). Antioxidant status in 

hyperphenylalaninemia. Clin. Chim. Acta. 276: 1–9. 



 81 

Sirtori, L.R., Dutra-Filho, C.S., Fitarelli, D., Sitta, A., Haeser, A., Barschak, A.G., 

Wajner, M., Coelho, D.M., Llesuy, S., Belló-Klein, A., Giugliani, R., Deon, 

M., Vargas, C.R. (2005). Oxidative stress in patients with phenylketonuria. 

Biochim. Biophys. Acta. 1740: 68-73. 

Slater, A.F., Stefan, C., Novel, I., van den Dobbelsteen, D.J., Orrenius, S. 

(1995). Signaling mechanisms and oxidative stress in apoptosis. Toxicol. 

Lett. 82: 149-153. 

Singh, N., McCoy, M., Tice, R., Schneider, E. (1988). A simple technique for 

quantification of low levels of DNA damage in individuals cells. Exp. Cell 

Res. 175: 184-191. 

Sitta, A., Barschak, A.G., Deon, M., Terroso, T., Pires, R., Giugliani, R., Dutra-

Filho, C.S., Wajner, M., Vargas, C.R. (2006). Investigation of oxidative 

stress parameters in treated phenylketonuric patients. Metab. Brain Dis. 21: 

287-296.  

Solarska, K., Levinska, A., Karowicz-Bilinska, A., Bartosz, G. (2010). The 

antioxidant properties of Carnitine in vitro. Cell. Mol. Biol. Lett. 15: 90-97. 

Steinbrenner, H., Sies, H. (2009). Protection against reactive oxygen species by 

selenoproteins. Biochim. Biophys. Acta 1790: 1478-1485. 

Tam, S.Y., Roth, R.H. (1997). Mesoprefrontal dopaminergic neurons: can 

tyrosine availability influence their functions? Biochem. Pharmacol. 53: 

441-453. 

Thangasamy, T., Jeyakumar, P., Sittadjody, S., Joyee, A.G., Chinnakannu, P. 

(2009). L-Carnitine mediates protection against DNA damage in 

lymphocytes of aged rats. Biogerontology 10: 163-172. 



 82 

Tonin, A.M., Grings, M., Busanello, E.N., Moura, A.P., Ferreira, G.C., Viegas, 

C.M., Fernandes, C.G., Schuck, P.F., Wajner, M. (2010). Long-chain 3-

hydroxy fatty acids accumulating in LCHAD and MTP deficiencies induce 

oxidative stress in rat brain. Neurochem. Int. 56: 930-936. 

van Bakel, M.M.E., Printzen, G., Wermuth, G., Wiesmann, U.N. (2000). 

Antioxidant and thyroid hormone status in selenium-deficient 

phenylketonuric and hyperphenylalaninemic patients. Am. J. Clin. Nutr. 72: 

976–981. 

van den Dobbelsteen, D.J., Nobel, C.S., Schlegel, J., Cotgreave, I.A., Orrenius, 

S., Slater, A.F. (1996). Rapid and specific efflux of reduced glutathione 

during apoptosis induced by anti-Fas/APO-1 antibody. J. Biol. Chem. 271: 

15420: 15427. 

Van Spronsen, F.J., van Dijk, T., Smit, G.P., van Rijn, M., Reijngoud, D.J., 

Berger, R., Heymans, H.S. (1996). Large daily fluctuations in plasma 

tyrosine in treated patients with phenylketonuria. Am. J. Clin. Nutr. 64: 916-

921. 

Vargas, C.R., Wajner, M., Sirtori, L.R., Goulart, L., Chiochetta, M., Coelho, D.M., 

Latini, A., Llesuy, S., Bello-Klein, A., Giugliani, R., Deon, M., Mello, C.F. 

(2004) Evidence that oxidative stress is increased in patients with X-linked 

adrenoleukodistrophy. Biochim. Biophys. Acta 1688: 26-32. 

Vilaseca, M.A., Briones, P., Ferrer, I., Campistol, J., Riverola, A., Castillo, P., 

Ramon, F. (1993). Controlled diet in phenylketonuria may cause serum 

carnitine deficiency. J. Inherit. Metab. Dis. 16: 101-104. 



 83 

Wajner, M., Latini, A., Wyse, A.T., Dutra-Filho, C.S. (2004). The role of oxidative 

damage in the neuropathology of organic acidurias: insights from animal 

studies. J. Inherit. Metab. Dis. 27: 427-448. 

Wappner, R., Cho, S., Kronmal, R.A., Schuett, V., Seashore, M.R. (1999). 

Management of phenylketonuria for optimal outcome: a review of 

guidelines for phenylketonuria management and a report of surveys of 

parents, patients, and clinic directors. Pediatrics 104: e68. 

Weglage, J., Pietsch, M., Funders, B., Koch, H.G., Ullrich, K. (1995). 

Neurological findings in early treated phenylketonuria. Acta Paediatr. 84: 

411-415. 

Weglage, J., Pietsch, M., Funders, B., Koch, H.G., Ullrich, K. (1996). Deficits in 

selective and sustained attention processes in early treated children with 

phenylketonuria-result of impaired frontal lobe functions? Eur. J. Pediatr. 

155: 200-204. 

Wilke, B.C., Vidailhet, M., Favier, A., Guillemin, C., Ducros, V., Arnaud, J., 

Richard, M.J. (1992). Selenium, glutathione peroxidase (GSH-Px) and lipid 

peroxidation products before and after selenium supplementation. Clin. 

Chim. Acta 207: 137-142. 

Woo, S.L., Lidsky, A.S., Güttler, F., Chandra, T., Robson, K.J. (1983). Cloned 

human phenylalanine hydroxylase gene allows prenatal diagnosis and 

carrier detection of classical phenylketonuria. Nature 306: 151-155. 

Wyse, A.T.S., Sarkis, J.J.F., Cunha Filho, J.S.., Teixeira, M.V., Schetinger, 

M.R., Wajner, M., Wannmacher, C.M.D. (1994). Effect of phenylalanine 

and its metabolites on ATP diphosphohydrolase acrivity in synaptosomes 

from rat cerebral cortex. Neurochem. Res. 19: 1175-1180. 



 84 

Zhang, S., Rocourt, C., Cheng, W.H. (2010). Selenoproteins and the aging 

brain. Mech. Ageing Dev. 131: 253-260. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 85 

ANEXO 1 – Lista de figuras 
                             

                   

Figura 1.  Sistema de hidroxilação da L-fenilalanina em L-tirosina em 

humanos..............................................................................................................9 

Figura 2.  Rotas alternativas do catabolismo da fenilalanina na 

fenilcetonúria......................................................................................................10 

Figura 3. Redução do oxigênio à água............................................................. 19 

Figura 4.  Possíveis mecanismos causadores do dano neurológico na 

fenilcetonúria..................................................................................................... 55 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 86 
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ANEXO 3 – Termo de consentimento livre e esclarecid o 
para pacientes  
 
 
 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
 

 

 Estamos através deste convidando você a participar do trabalho de 

pesquisa cujo objetivo é verificar os efeitos da ação dos radicais livres (por 

exemplo, radiação solar) e de substâncias antioxidantes (por exemplo, 

vitaminas) em pacientes fenilcetonúricos. 

 Para participar você fará exames de sangue e/ou de urina, que serão 

coletados juntamente com as amostras que você coleta para os seus exames 

de acompanhamento, solicitados rotineiramente pelo seu médico. Não será 

realizada nenhuma alteração no tratamento prescrito pelo seu médico. Os 

dados que virão com a sua doação são de importância científica relevante para 

o melhor entendimento da fenilcetonúria. Os riscos e desconfortos causados 

pela coleta de sangue para o estudo são semelhantes aos envolvidos na coleta 

de sangue para exames de laboratoriais de rotina. O material coletado será 

única e exclusivamente utilizado para fins do projeto de pesquisa, sendo 

reservado ao doador acesso às mesmas. 

 As informações individuais levantadas pela pesquisa são confidenciais. 

Os resultados obtidos serão agrupados e expressos através de resultados 

numéricos, sem qualquer referência a elementos que possam identificar as 

pessoas que participaram do estudo. 

 Todas as despesas relacionadas ao custo dos exames laboratoriais 

serão cobertas por verbas do próprio Projeto de Pesquisa, completamente 

gratuitas para o paciente. 

Caso você queira se retirar em definitivo da pesquisa, terá total liberdade 

para fazê-lo. O seu material (sangue e /ou urina) coletado será posteriormente 

destruído e os seus dados excluídos do nosso banco de dados. 

 Os pesquisadores responsáveis pelo estudo estão à disposição para o 

esclarecimento de qualquer dúvida durante todo o andamento da pesquisa. 
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Telefone de contato: 51 3359 8011 (Pesquisador Responsável: Profa. Dra. 

Carmen Regla Vargas). 

 

 

 

Pela presente, declaro que fui devidamente informado sobre o projeto de 

pesquisa, de forma clara e detalhada, da liberdade de não participar do estudo 

e tive minhas dúvidas esclarecidas.  

 

 

Data:_________________ 

Nome:__________________________________________________________ 

Nome do responsável legal:_________________________________________ 

Assinatura:______________________________________________________ 

Pesquisador responsável: Profa. Dra. Carmen Regla Vargas (Serviço de 

Genética Médica/Hospital de Clínicas de Porto Alegre – Fone: 51 3359 8011) 

Assinatura do pesquisador:_________________________________________ 

 
 

 


