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RESUMO

A fenilcetonlria é causada pela deficiéncia intensa da atividade da
fenilalanina hidroxilase hepdtica, enzima que converte fenilalanina em
tirosina. O bloqueio da conversdo da fenilalanina em tirosina resulta no
acimulo tecidual de fenilalanina e seus metabdlitos. A doenca caracteriza-
se por sintomas neuroldgicos graves tais como retardo mental e
convulsdes. A fenilcetonuria foi um dos primeiros erros inatos do
metabolismo a ser relacionado a doenca mental, sendo também a

aminoacidopatia mais estudada.

Tem sido sugerido que o0 estresse oxidativo participa da
fisiopatologia de alguns erros inatos de metabolismo devido ao acumulo de
metabdlitos toxicos, a excessiva producdo de RLs e a influéncia de dietas

restritas no status antioxidante.

No presente trabalho, nés investigamos alguns parametros de
estresse oxidativo em cérebro de ratos com hiperfenilalaninemia
experimental. Os animais foram submetidos ao tratamento agudo e crénico
(ratos com 6-13 dias de vida) com injegdes subcutdneas de a-metil-DL-
fenilalanina e fenilalanina a fim de obter niveis plasmaticos de
fenilalanina semelhantes aqueles encontrados em pacientes
hiperfenilalaninémicos. Quimiluminescéncia, potencial antioxidante total,
atividade das enzimas superdxido dismutase, catalase e glutationa
peroxidase foram analisadas no cérebro dos animais. N6és também
investigamos o0s efeitos da fenilalanina in vitro sobre o0s mesmos
parametros em cérebro de ratos de seis dias. Observamos que a
quimiluminescéncia foi aumentada e o potencial antioxidante total foi
reduzido em cérebro de ratos hiperfenilalaninémicos. Dados semelhantes
foram obtidos nos experimentos in vitro usando varias concentracdes de
fenilalanina, um fato que indica que o aminodcido induz a produgdo de
radicais livres e compromete a capacidade antioxidante total do tecido
nervoso. Além disso, a atividade da catalase foi significativamente inibida
pela fenilalanina in vitro e no modelo cronico de fenilcetondria, a
atividade da glutationa peroxidase foi reduzida in vivo mas nao in vitro e
a atividade da superéxido dismutase ndo foi alterada nos tratamentos. Os
resultados indicam que o0 estresse oxidativo pode estar envolvido na

\%



neuropatologia da fenilcetondria. No entanto, posteriores investigacgdes
sd0 necessarias para confirmar e estender nossas constatacbes a
condicdo humana e também determinar se uma terapia antioxidante

pode beneficiar estes pacientes.



UFRrRGS
fnst. Ciénecias Bésicaz da Safide
Biblioteca

SUMARIO
LISTA DE FIGURAS IX
LISTA DE ABREVIATURAS X
I. INTRODUCAO 1
I.1.- Fenilcetondria 2
I1.1.1 - Definigcao 2
I.1.2 - Histérico e Frequéncia 2
I.1.3 - Metabolismo da L-Fenilalanina 3
I1.1.4 - Causas de Hiperfenilalaninemias 6
I.1.5 - Manifestagdes Clinicas 6
I.1.6 - Diagnostico 7
1.1.7 - Tratamento 7
1.1.8 - Alteragdes Bioquimicas e Neuropatoldgicas 9
1.1.9 - Modelo Animal de Fenilcetondria 11
I.2 - Radicais Livres 12
1.2.1 - Definigdo e Generalidades 12
1.2.2 - Estresse Oxidativo 15

Vi1



1.2.2.1 - Mecanismos de Dano Celular por Estresse Oxidativo

1.2.3 - Sistemas de Defesa Antioxidante

1.2.3.1 - Enzimas Antioxidantes

1.2.4 Radicais Livres e Sistema Nervoso Central

1.2.5 - Estresse Oxidativo e Fenilcetontria

I1 - OBJETIVOS
I11I - ARTIGO CIENTIFICO
IV - DISCUSSAO
V — CONCLUSOES

VI - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

17

20

21

26

27

29

31

64

72

74

Vil



LISTA DE FIGURAS

Figura I. 1 - Reacgdo de oxidagdo da fenilalanina hidroxilase 4
Figura I. 2 - Catabolismo da fenilalanina 5
Figura I. 3 - Produgdo do radical hidroxila pela reagdo de Fenton
17
Figura I. 4 - Produgdo do radical hidroxila pela reacdao de Haber-
Weiss 18
Figura I. 5 - Reacdo de decomposicdo do perdxido de hidrogénio
pela catalase 22
Figura I. 6 - Dismutacdo do radical superoéxido formando peréxido
de hidrogénio 23
Figura I. 7 - Reacgdo catalisada pela glutationa peroxidase 24
Figura I. 8 - Reacdo de reducdo da glutationa oxidada 24
Figura I. 9 - Redugdo do oxigénio 25

Figura IV. 1 - Reacgdo de dismutagdo do superoxido formado pelo

sistema xantina/xantina oxidase 67

Figura IV. 2 - Reacdo do perdxido de hidrogénio catalisada pela
glutationa peroxidase e redugao da glutationa oxidada usando

NADPH como coenzima 68



BH,4
Ca2+
CAT
Cu”
CuZnsSOD
DHPR
EAN
EAQO
EEG
FAD
Fe2+
Fe3+
FeCls
GR
GSH
GSH-Px
GSSG
H+
H,0O
H,0-
HO®
INT
MePhe
MnSOD
Na*
NAD*
NADH
NADP*
NADPH
NO®
NO,
0
0,"
OH"
ONOO*
ONSs
gBH>
QI

RL
RNM
-SH
SOD
TRAP

LISTA DE ABREVIATURAS

tetraidrobiopterina;

ion calcio;

catalase;

cobre;

cobre-zinco superéxido dismutase;

diidropteridina redutase;

espécies ativas de nitrogénio;

espécies ativas de oxigénio;

eletroencefalograma;

flavina adenina dinucleotideo;

ion ferroso;

ion férrico;

cloreto férrico;

glutationa redutase;

glutationa (forma reduzida);

glutationa peroxidase;

glutationa (forma oxidada);

ion hidrogénio;

agua;

peroxido de hidrogénio;

radical hidroxila;

cloreto de 2-4 iodofenil-3-(4 nitrofenil)-5-fenil tetrazdlio
o-metil-DL-fenilalanina;

manganés superoxido dismutase;

ion sédio;

nicotinamida adenina dinucleotideo (forma oxidada);
nicotinamida adenina dinucleotideo (forma reduzida);
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (forma oxidada);
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (forma reduzida);
6xido nitrico;

dioxido de nitrogénio

oxigénio molecular;

anion superéxido;

anion hidroxila

peroxinitrito;

6xido nitrico sintases;

diidrobiopterina quinondide;
quociente de inteligéncia;

radical livre; -
ressondncia nuclear magnética;

grupamento sulfidrila

superéxido dismutase;

potencial antioxidante total



I. INTRODUCAO



YUFRGBS
net. CiGnoins Casicas da Sade
Biblioteca

I.1 FENILCETONURIA

Desde os estudos de Garrod em 1908, muitos pesquisadores tém
descrito doengas metabdlicas cujos individuos afetados apresentam
incapacidade em utilizar nutrientes especificos da alimentacdo didria.
Muitas dessas doengas sdo de dificil tratamento, como no caso dos
distdrbios no catabolismo dos aminoacidos, pois dependem de um
manejo dietético especifico com a diminuicdo da oferta do aminodcido
envolvido sem prejuizo na ingestdo dos demais. A manutencdo da oferta
balanceada de aminodcidos € necessaria para o0 crescimento e
desenvolvimento normais, assim como para reposicdo das proteinas
corporais, principalmente as que possuem alto turnover. O sucesso no
tratamento dessas doencas é possivel, mas depende do diagndstico pré-
natal ou diagndstico logo apds o nascimento (Guthrie, 1996).

1.1.1 - Definigcao

A fenilcetontGria é um erro inato do metabolismo dos aminoacidos,
de carater autossOmico recessivo, causada pela deficiéncia intensa da
atividade da enzima hepatica fenilalanina hidroxilase, responsavel pela
conversdo da L-fenilalanina em L-tirosina. Conseqiientemente, ha um
aumento de L-fenilalanina e seus metabdlitos no sangue e nos tecidos
dos pacientes. A L-fenilalanina atinge niveis sangiiineos de 1 a 3 mM,
que estdo associados a disfuncdo neuroldégica e retardo mental (Scriver
et al., 1995).

I.1.2 - Histoérico e Freqiiéncia

A fenilcetonuria foi descoberta por Félling, em 1934, através do
teste do cloreto férrico (a adigcdo de FeCls; a urina produz uma cor verde
na presenca do acido fenilpirdvico). Félling analisou a urina de criancas
com retardo mental e detectou alguns casos de excrecdo de acido
fenilpiravico, propondo, entdo, uma possivel associacdo entre alguns
casos de retardo mental e a presenca de fenilpiruvato na urina. O autor
sugeriu que a nova doencga seria uma desordem do metabolismo da L-
fenilalanina, denominando-a “Oligofrenia Fenilpirdvica”, posteriormente



denominada “Fenilcetonlria” por Penrose & Quastel em 1937 (Nyhan,
1984).

O erro metabdlico foi identificado por Jervis (1947) através de
experiéncias que mostraram que a L-fenilalanina proveniente da dieta
ndo era convertida a tirosina e, anos depois, Udenfriend e Cooper
(1952) descobriram o sistema enzimatico responsavel por essa reacgdo,

a fenilalanina hidroxilase.

A fenilcetondria foi um dos primeiros erros inatos do metabolismo
a ser relacionado a doenca mental, sendo também a aminoacidopatia
mais estudada e a mais freqlente, variando entre 1:10.000 a 1:14.000

recém-nascidos vivos. (Scriver et al., 1995).
I.1.3 - Metabolismo da L-Fenilalanina

A L-fenilalanina é um aminodcido nutricionalmente essencial e
indispensavel a sintese protéica em tecidos de mamiferos (Womack &
Rose, 1934). Em individuos normais, a L-fenilalanina ndo utilizada na
sintese protéica é convertida a tirosina pela enzima fenilalanina
hidroxilase, tendo como cofator a tetraidrobiopterina (BHs) (Nyhan,
1984).

A reagdo de hidroxilagdo da L-fenilalanina envolve quantidades
equimoleculares de L-fenilalanina, BH, e oxigénio sendo os produtos
tirosina, diidrobiopterina quinondide (qBH,) e dgua. A diidropteridina
redutase (DHPR) é a enzima que catalisa a regeneragdo do BH,. Esta
reacdo é dependente de NADH (Scriver & Clow, 1980). A Figura I.1.

representa a acdo das duas enzimas.



O, + L-fenilalanina BH, NAD* ou NADP*

H20 + tirosina (1) qBH, (2) NADH ou
NADPH

Figura I.1 - Reagdo de oxidacdao da fenilalanina hidroxilase (Scriver &
Clow, 1980)

(1) Fenilalanina hidroxilase
(2) Diidropteridina redutase
BH, - tetraidrobiopterina

qBH, - diidrobiopterina quinondide

A L-fenilalanina é convertida, por descarboxilacao e
transaminacdo, a metabdlitos que sdo livremente excretados. O bloqueio
da rota principal de catabolismo da fenilalanina provoca acumulo desta
e de seus metabdlitos (feniipiruvato, fenilactato, fenilacetato) no
sangue e demais tecidos (Scriver et al., 1995). O catabolismo da

fenilalanina estd representado na Figura 1.2.
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De acordo com Katz et al. (1976), a fenilalanina hidroxilase nao
esta presente no cérebro. A pequena quantidade de L-fenilalanina
metabolizada pelo cérebro é hidroxilada a tirosina, pela enzima tirosina
hidroxilase, que é convertida a L-DOPA (Kuhar, et al., 1999).

I.1.4 - Causas de Hiperfenilalaninemias

A hiperfenilalaninemia é definida por niveis plasmaticos de L-
fenilalanina acima de 120 uM. As causas conhecidas de
hiperfenilalaninemia s3o a deficiéncia primaria da atividade da
fenilalanina hidroxilase e bloqueios da sintese de BH, ou de sua

regeneracao.

Entre as varias hiperfenilalaninemias descritas, a fenilcetonuria
corresponde aquelas mutagbes no gene que codifica a enzima
fenilalanina hidroxilase, causando elevacdo plasmatica de L-fenilalanina
acima de 1,2 mM e alteracbes neuroldgicas graves. ]Ja foram descritas
mais de 100 mutagbes no gene que codifica a enzima fenilalanina
hidroxilase (Scriver et al., 1995).

I.1.5 - Manifestacdes Clinicas

Pacientes com fenilcetonlria apresentam os seguintes sinais e
sintomas que se manifestam em maior ou menor intensidade: atraso no
desenvolvimento psicomotor, hiperatividade, convulsdes, alteragdes
cutaneas tais como eczema, disturbios de pigmentacdo, dificuldade para
andar e falar, comportamento agressivo, hipotonicidade muscular,
tremores, microcefalia, epilepsia, hipoplasia dentaria, descalcificacdo de
0Ss0S longos, retardo do crescimento, anormalidades no
eletroencefalograma (EEG) (Jervis, 1937; Fois et al., 1955; Paine,
1957; Nyhan, 1979; Pietz et al., 1993).

Pacientes com fenilcetonuria ndo tratados no primeiro més de
idade apresentam um quociente de inteligéncia (QI) geralmente menor
do que 50 (Tourian & Sidbury, 1983).



1.1.6 - Diagnodstico

O diagnéstico deve ser, se possivel no periodo neonatal, antes do
aparecimento dos sintomas ja que o dano neuroldgico é irreversivel. O
teste de triagem neonatal deve ser realizado apds alguns dias de vida,
ou seja, apdés o inicio da alimentagdo com proteinas. O diagnoéstico é
feito pela deteccdo de altos niveis plasmaticos de L-fenilalanina atraveés
de testes qualitativos ou quantitativos. A andlise dos niveis de L-
fenilalanina e dos sintomas permite o diagnostico diferencial dos
pacientes com fenilcetonlria cldassica ou maligna daqueles com
hiperfenilalaninemia benigna ou persistente (niveis plasmadticos de L-
fenilalanina abaixo de 10 mg/dl), bem como identificar os pacientes com
variantes por alteracdo do cofator da fenilalanina hidroxilase
(hiperfenilalaninemia atipica) que requerem tratamento especifico
(Scriver & Clow, 1980; Giugliani et al., 1986).

O primeiro estudo clinico-laboratorial que permitiu o diagnéstico e
acompanhamento de vdrios pacientes com fenilcetonlria e outros erros
inatos de metabolismo no Rio Grande do Sul foi realizado por
Wannmacher e colaboradores (1982) utilizando testes de triagem em

urina e cromatografia de aminodcidos em papel, em sangue e urina.

Criancas com niveis plasmaticos de L-fenilalanina acima de 1,2
mM (20 mg/dl) e intolerdncia a L-fenilalanina sdo classificadas como
tendo fenilcetonuria cldssica ou hiperfenilalaninemia maligna (Scriver et
al., 1995).

I.1.7 - Tratamento

O tratamento consiste na implementacao de dieta pobre em L-
fenilalanina, o que permite melhorar o prognoéstico dos pacientes em
relacdao ao desenvolvimento neuro-psicomotor (Scriver et al., 1995). A
interrupcdo na dieta dos fenilcetonlricos causa elevacdo brusca dos
niveis circulantes de L-fenilalanina e um quadro agudo de intoxicacao,
com deterioracdo mental reversivel (Woolf, 1979) e alteragdo de
mielinizacdo, visivel ao exame de Ressondncia Nuclear Magnética (RNM)

(Villasana et al., 1989), que sdo correlacionadas ao quadro clinico



(Ulrich et al., 1994). Técnicas de RNM recentemente desenvolvidas
podem medir a concentragdo de metabdlitos no cérebro e sdo
particularmente Uteis para investiga¢gdes de doengas neurometabdlicas e
neurodegenerativas (Avison et al., 1990; Moller et al., 1995; Pietz et
al., 1995; Novotny et al., 1995). Estudos recentes sugerem que a
concentracdo cerebral de L-fenilalanina pode ser utilizada para avaliar a
necessidade da continuacdo da dieta apds a adolescéncia e/ou para
determinar a concentracdo sanguinea individual de L-fenilalanina
necessdaria para manter a concentragdo cerebral proxima do normal.
Assim, o acompanhamento do tratamento e seu sucesso serdao baseados
na avaliacdo da concentracdo cerebral de fenilalanina, cujos niveis
deverdao permanecer abaixo de 0,25mmol/L (Moats et al., 2000 ;

Weglage et al., 2000).

O grau de retardo mental estd diretamente relacionado aos niveis
de L-fenilalanina, o que exige medidas dietéticas especiais eficazes na
tentativa de manter esses niveis abaixo daqueles considerados
neurotéxicos. Freqiientes reavaliagdes foram gradualmente baixando
esses limites e atualmente aconselha-se manter niveis sangiineos
abaixo de 0,3mM (Scriver et al., 1995).

No entanto, pacientes diagnosticados precocemente e tratados
adequadamente também apresentam algum déficit, principalmente no
desenvolvimento de aptiddes especificas como atencdo e percepcgdo.
Isso determina a necessidade da continuacdo de estudos cientificos em
animais e seres humanos visando ampliar a compreensdao dos
mecanismos patogénicos que levam as alteracdoes neuroldégicas e ao
retardo mental (Scriver et al., 1995).

Em pacientes adultos, que nao fazem a restricdo dietética de L-
fenilalanina, sdo encontrados alguns sintomas tais como: aumento da
incidéncia de depressao, sintomas variados de ansiedade, agorafobia,
dificuldades psicossociais, entre outros. Estes sintomas psiquiatricos
ndo sdo correlacionados com o controle dos niveis de L-fenilalanina. Por
outro lado, o QI e as medidas de fungdes executivas, que representam
caracteristicas cognitivas, apresentam correlacdo com o controle

metabdlico. Mesmo aumentos transitérios da concentracdo de L-



fenilalanina no soro podem dar origem a déficits cognitivos transitorios.
Segundo alguns autores, a forte correiagdo entre o QI e o controle
metabdlico pode fazer do teste de inteligéncia uma ferramenta
importante para avaliar, a longo prazo, a adequacdo do controle
dietético (Estrov et al., 2000).

I.1.8 - Alteracdes Bioquimicas e Neuropatoldgicas

A hiperfenilalaninemia € acompanhada por uma redugdo nos niveis
cerebrais de tirosina e outros aminodcidos essenciais causando um
distirbio no sistema de sintese protéica (Hommes, 1989) e alteraces
no processo de mielinizacdao (Berger et al., 1980). A inibicdo da
captacdo de aminoacidos neutros pelo tecido nervoso por competicdo na
barreira hemato-encefalica é um mecanismo que pode estar envolvido
na toxicidade da L-fenilalanina (Hommes, 1989).

Exames realizados em cérebro de pacientes fenilcetondricos
revelaram reducdo no peso do cérebro (Alvord et al.,1950), retragdo nas
ramificacdes dendriticas das ceélulas piramidais e reducdo de espinhas
dendriticas no co6rtex (Bauman & Kemper, 1982), alteragcdo na
substancia branca (Shah et al., 1972) e menor quantidade de lipidios
associados a mielina (Tourian & Sidbury, 1983). Estudos feitos com
imagens obtidas através de RNM confirmaram 0s achados
neuropatolégicos anteriores, tais como, &reas de vacuolizagdo ou

desmielinizacdo da substdncia branca (Shah et al.,1990).

A reducao de mielina tem sido amplamente documentada em
pacientes fenilcetondricos ndo tratados e em modelos animais da
doenca (Shah et al., 1972; Berger et al., 1980; Hommes et al., 1982;
Taylor & Hommes, 1983). Os exames de RNM tém demonstrado graves
anormalidades compativeis com desmielinizagcdo nas areas parieto-
occipital, frontal e sub-cortical (Weglage et al., 2000). Além da
deficiéncia de mielinizagdo, a anatomia patoldégica da fenilcetonuria
inclui gliose e reducdo da arborizagdo dendritica (Scriver et al., 1995).

Animais tratados tém sido utilizados para estudar as

anormalidades bioquimicas, estruturais e comportamentais induzidas



pela hiperfenilalaninemia (Glick & Greengard, 1980). A
hiperfenilalaninemia experimental pode ser desenvolvida em ratos
através da administracdo de L-fenilalanina e de a-metilfenilalanina, um
inibidor da fenilalanina hidroxilase hepatica (Greengard et al., 1976).
Neste modelo experimental, as doses de «a-metilfenilalanina utilizadas
causam inibicdo da oxidacdo da L-fenilalanina em torno de 80% sem

interferir significativamente com o crescimento dos animais.

Em trabalhos anteriores, realizados em nosso laboratério, foi
utilizado este modelo quimico experimental pés-natal de fenilcetondria.
Ratos previamente tratados com L-fenilalanina e «o-metilfenilalanina,
apresentaram redugdo na atividade da Na*",K*- ATPase de membrana
plasmatica sindptica (Wyse et al., 1995a), aumento das atividades da
piruvatoquinase (Wannmacher, 1995) e da ATP-difosfoidrolase de
sinaptossomas de cértex cerebral (Wyse et al.,1994). Por outro lado,
estudos in vitro demonstraram que a L-fenilalanina tem um efeito
inibitério sobre a atividade destas enzimas. Estes resultados podem
indicar um aumento da sintese destas enzimas apds o tratamento
experimental em resposta a inibicdo de suas atividades causada pela L-

fenilalanina.

Rodrigues et al. (1990) realizaram trabalhos in vitro
demonstrando que a L-fenilalanina inibe a captagdo de glicose no
cérebro, o que sugere que a inibicdo da piruvatoquinase pela L-
fenilalanina esteja envolvida neste processo. Qutros estudos in vitro,
realizados em nosso grupo de Erros Inatos de Metabolismo,
demonstraram que a alanina, na presenca de L-fenilalanina, foi capaz
de reverter o efeito inibitorio da L-fenilalanina sobre a atividade das
enzimas piruvatoquinase (Wannmacher, 1995) e Na'*,K*-ATPase (Wyse
et al.,1995b).

Em recentes trabalhos, Wyse e colaboradores (1998 e 1999)
demonstraram que, por competicdo, a alanina reverte o efeito inibitério
da L-fenilalanina e do fenilactato sobre a atividade da Na*, K*- ATPase
in vitro e in vivo. Considerando 0s resultados destes trabalhos,
podemos concluir que provavelmente ocorram alteracbes na atividade
das enzimas estudadas em situacdes de  hiperfenilalaninemia,
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contribuindo para o desenvolvimento dos distirbios neuroldgicos

observados na fenilcetondria.
1.1.9 - Modelo Animal de Fenilcetoniria

O modelo animal de fenilcetondria utilizado neste trabalho foi o
mesmo empregado em outros trabalhos de nosso grupo de pesquisa
(Wannmacher et al., 1995; Wyse et al., 1995) e estd baseado no
modelo experimental desenvolvido por Greengard et al. (1976). Foi
produzido um modelo experimental quimico capaz de reproduzir, em
ratos, niveis de L-fenilalanina semelhantes aos encontrados na
fenilcetondria em seres humanos. Para isso, administraram-se L-
fenilalanina e o-metilfenilalanina (o inibidor da enzima fenilalanina
hidroxilase) em doses e intervalos de acordo com os trabalhos supra

citados.

Os ratos Wistar s3ao apropriados para o estudo de crescimento e
desenvolvimento do sistema nervoso central pois o desenvolvimento
didrio do sistema nervoso do rato é equivalente, aproximadamente, ao
que ocorre a cada més no ser humano (Clark et al., 1993). Eles atingem
o desenvolvimento cerebral equivalente ao ser humano recém-nascido,
entre o 6° e 8% dia de vida pods-natal (Hommes, 1982), idade em que
foram iniciados os tratamentos agudo e «crdnico. A fase de
desenvolvimento rapido estrutural, metabdlico e funcional é progressivo
desde o nascimento até o final da 42 semana. Ainda que os modelos
quimicos experimentais com animais ndo correspondam exatamente a
doenca humana, permitem reproduzir alteragdbes metabdlicas especificas
semelhantes as encontradas nos erros inatos de metabolismo humanos,
sendo portanto Gteis para o estudo de suas repercussdes, como o
entendimento da fisiopatologia da doengca e a avaliacdo de medidas
terapéuticas a serem propostas para os pacientes.
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I.2 — RADICAIS LIVRES
I.2.1 - Definicao e Generalidades

Nos atomos, os elétrons ocupam regides no espaco chamadas
niveis de energia ou orbitais onde eles se movimentam sem ganhar ou
perder energia. Cada orbital estd associado a uma determinada regido
do dtomo e pode suportar no maximo dois elétrons com spins opostos. O
spin é a propriedade do elétron de girar em torno do seu préprio eixo e
que, por sua vez, cria um campo magnético em torno de si. Os elétrons
podem girar no sentido horario (1/2) ou anti-horario (-1/2), criando
campos magnéticos opostos. Quando dois elétrons ocupam um mesmo
orbital, dizemos que eles estdo pareados e quando ele estad sozinho no

orbital dizemos que estd ndo pareado (Halliwell, 1990).

Um radical livre é, por definigdo, um atomo ou molécula com um
numero impar de elétrons no orbital externo e é isto que lhe confere
alta reatividade, pois ele possui uma forte tendéncia de adquirir um
segundo elétron no orbital, podendo iniciar reacbdes em cadeia pela
retirada de um elétron da molécula vizinha para completar seu proéprio
orbital (Halliwell & Gutteridge, 1999).

Portanto, radical livre (RL) é qualquer espécie capaz de existéncia
independente (dai o termo “livre”) que contenha um ou mais elétrons

sem pareamento (Southorn & Povis, 1988; Halliwell & Gutteridge,
1999).

Os RL podem ser formados pela perda de um elétron por um
atomo n&o radical ou no caso do rompimento de uma ligacdo covalente
se cada um dos dtomos envolvidos ficar com um elétron (Halliwell,
1990).

O oxigénio molecular (0,) é um birradical com elétrons ndo
pareados, cada um localizado em um diferente orbital. Esses elétrons
possuem spins paraielos, o que confere ao O, uma certa estabilidade
molecular, impedindo que ele atue como um radical livre (Southorn &
Povis, 1988).
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Por sua caracteristica birradical, o O, pode ser reduzido por
quatro sucessivas transferéncias de um elétron, ou seja, a molécula de
oxigénio que pode aceitar um total de quatro elétrons para ser reduzida
a duas moléculas de agua, recebe um elétron de cada vez (Boveris,
1998). Mais de 90% do O, absorvido pelo corpo humano é usado pela
citocromo oxidase mitocondrial, que acrescenta quatro elétrons em cada
molécula de O, para gerar duas moléculas de dgua. Nos estagios
intermedidrios de reducdo do O,, sdao formados o anion superéxido(0;*7),
o perdoxido de hidrogénio (H,0,) e o radical hidroxila (HO®),

correspondendo & redugdo por um, dois ou trés elétrons,

respectivamente (Halliwell, 1992).

Os metabodlitos produzidos pela redugdo do O, de um em um
elétron n3do sdo todos radicais livres, conforme a definicdo, mas
possuem alta reatividade e por isso sdo chamados de espécies ativas de
oxigénio (EAO). O 0, e HO®* sao radicais livres mas a forma
parcialmente reduzida do oxigénio, o H,0,, ndo é radical (Halliwell &
Gutteridge, 1999).

Uma série de organelas subcelulares sdo capazes de reduzir
parcialmente a molécula de oxigénio a O0," e H,0,. A produgdo primaria
de ambos os produtos da reducdo parcial do oxigénio, 0, e H;0,, e a
producdo secundaria de HO® constituem o mecanismo molecular de
toxicidade do O,. Abaixo, estao relacionadas algumas organelas e

reacdes que constituem as principais fontes de espécies ativas de O;:

1 - As mitocdndrias, presentes em todas as células aerdbias, sdo
as mais importantes fontes fisiolégicas de radicais superoxido que é
dismutado pela acdo da Manganés-superdxido dismutase (Mn-SOD),

especificamente localizada na matriz mitocondrial;

2 - O reticulo endoplasmdtico contém citocromos, conhecidos
como citocromo P450. Os citocromos P450 estdo envolvidos na oxidagao
de diversos substratos com consumo de oxigénio. Podendo gerar O," e
H>0;
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3 - Outras enzimas citosélicas, como a xantina oxidase, produzem

também O,°" e H,0,.

4 - A membrana plasmatica é também outro exemplo de fonte de
EAO através das reacOes da lipooxigenase, prostaglandina sintetase e
NADPH oxidase, principalmente (Halliwell & Gutteridge, 1999).

Em células aerdébias, sob condicdes fisioldégicas, as reacdes de
producdo de EAO ocorrem a velocidades muito baixas, utilizando apenas
2% do oxigénio total consumido (Boveris, 1998). Isso, somado a
existéncia de sistemas de protecdo especificos, determina que a
concentracdo dessas espécies ativas mantenha-se, normalmente, em
valores muito baixos nos tecidos (Halliwell, 1990).

Além das EAO, hd outros RLs que desempenham um importante
papel na fisiologia e patologia humana, sdo as espécies ativas do
nitrogénio (EAN). O oOxido nitrico (NO®) €&, fisicamente, um RL,
considerando o elétron ndo pareado. Sua caracteristica como RL é
limitada, pois ndo sdo conhecidas reacgbes de propagacdao do NO°*. Por
outro lado, o NO* reage facilmente com o radical superéxido produzindo
o peroxinitrito (ONOO™), numa reagdo de terminagao da lipoperoxidacédo
(Boveris, 1998).

O NO® é sintetizado nos organismos vivos, principalmente, por um
grupo de enzimas denominado Oxido nitrico sintases (ONSs) que
convertem o amino acido L-arginina em L-citrulina e NO*. A atividade do
NO* é controlada por citocinas, efetores e fatores de sinalizacdo do NO°*
para conexdo do sistema imunoldgico com os sistemas cardiovascular,

nervoso e endécrino (Bergendi et al., 1999).

Boveris (1998) descreve cinco reacdes metabodlicas que podem
envolver a participagao do NO® no coracdo e muisculos. As que ocorrem
na mitocoéndria com a citocromo oxidase, o ubiquinol e o O, e outras
reacles com a mioglobina citosélica e a hemoglobina extracelular.

Algumas dessas reacdes sdo de importante significado bioldgico.

As reacdes do NO® com a citocromo oxidase inibem a principal via de
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captagdo de O, e produgdo de energia e as reagdes com ubiquinol
produzem ubisemiquinona que, por autoxidacdo, produz O0," e funciona

como reagao de iniciagdo de formacdo de RLs.

O ONOO™ é formado em meio dcido e transformado em 4&cido
peroxinitrico que, espontaneamente, forma uma espécie com
propriedades de radical hidroxila, considerado o radical mais citotéxico.
Os nitratos sdo os produtos finais dessas reacgdes (Bergendi et al.,
1999).

I.2.2 - Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo pode ser definido como “um distUrbio do
equilibrio pro-oxidante/antioxidante em favor do pré-oxidante, levando
ao dano potencial” (Halliwell & Gutteridge, 1999).

Em principio, o estresse oxidativo pode resultar de:

1 - Diminuicdo dos antioxidantes - por exemplo: diminuicdo da
atividade das enzimas de defesa antioxidante como cobre-zinco
superdoxido dismutase (CuzZnSOD), manganés-superdxido dismutase
(MnSOD) ou glutationa peroxidase (GSH-Px) ou a deficiéncia nutricional
de antioxidantes ou outros constituintes dietéticos essenciais pela
inadequada ingestdo ou absorgcdo dos nutrientes da dieta (alfa-tocoferol,
acido ascérbico, aminodcidos contendo enxofre necessdrio para a
sintese de glutationa, ou riboflavina, necessaria para a producdo de

FAD, um cofator da glutationa redutase);

2 - Producd@o aumentada de EAO/EAN, pela exposicdo elevada ao
0,, a presenca de toxinas que sdo metabolizadas produzindo EAQO/EAN,
ou excessiva ativacao de sistemas “naturais” de produgdo de EAO/EAN
como a ativacdo indevida de células fagociticas nas doencgas crénicas
inflamatdrias, como artrite reumatdide ou colite ulcerativa (Halliwell &
Gutteridge, 1999).
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De acordo com os fatores envolvidos, o dano causado pelo
estresse oxidativo pode ser dividido em quatro grupos (Bergendi et al.,
1999):

1 - Fatores genéticos — ex.: anemia de Fanconi;

2 - Combinacdo de fatores genéticos e ambientais - ex.: lupus

eritematoso sistémico;
3 - Fatores ambientais - ex.: arteriosclerose;

4 - Disturbio de fluxo sanguineo aos tecidos - ex.: isquemia-

reperfusao.

O estresse oxidativo pode resultar em adaptacdo ou injuria
celular. Na adaptacdo, as células podem tolerar um grau leve de
estresse oxidativo que, freqlientemente, resuita em aumento da sintese
dos sistemas de defesas antioxidantes na tentativa de restabelecer o
equilibrio pré-oxidante/antioxidante. A injaria celular pode ser definida
como “o resultado de um estimulo quimico ou fisico, que em excesso ou
em deficiéncia, pode alterar provisdéria ou permanentemente a
homeostase da célula”. A injaria pode ser reversivel quando a célula
entra num prolongado e temporario steady-state que ndo leva a morte
celular (Halliwell & Gutteridge, 1999).

O estresse oxidativo pode causar dano a todos os tipos de
biomoléculas, incluindo DNA, proteinas e lipidios (lipoperoxidacdo). O
principal alvo celular do estresse oxidativo pode variar dependendo da
célula, do tipo de estresse imposto e da intensidade do estresse. O
estresse oxidativo intenso pode produzir danos irreversiveis levando a
morte celular (Halliwell & Gutteridge, 1999).

Existe uma significativa interrelagdo entre os danos oxidativos e o
metabolismo energético mitocondrial, especialmente no caso da
fosforilacdo oxidativa que é geradora de grande parte dos RLs na célula.
Os principais componentes geradores destes RLs sdo a ubiquinona e o
citocromo ¢ oxidorredutase (citocromo b566), sendo esta geracdo
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aumentada pela inibicdo da cadeia de transporte de elétrons. Por outro
lado, o préprio sistema de fosforilagdo oxidativa é vulnerdvel aos danos
causados pela acdo dos RLs, principaimente aqueles que atingem o DNA
mitocondrial (Bowling & Beal, 1995).

1.2.2.1 - Mecanismos de Dano Celular por Estresse Oxidativo
Lipoperoxidacao

A lipoperoxidacdo é um processo fisioldogico continuo que ocorre
nas membranas celulares. Além de ser um fator de renovacdo da
membrana, este processo é essencial na sintese de prostaglandinas e

leucotrienos, bem como na fagocitose e pinocitose.

O radical hidroxila é provavelmente a mais potente das EAO e o
provdvel iniciador das reacles em cadeia que formam lipoperdxidos e
radicais organicos (Halliwell, 1992). As Figuras 1.3 e 1.4 mostram as

reacbes de producdo do radical hidroxila.

Fe’* + H0;----- p Fe?* + HO" + OH"

(Cu™) (Cu?*)

Figura I. 3 - Producdo do radical hidroxila pela reacdo de Fenton.
Nesta versdo simplificada, verifica-se a transferéncia de um Unico
elétron produzindo o radical hidroxila. Essa rea¢do explica a catdlise da
decomposicdo do H,0, pelo ferro, onde o ferro, em estado ferroso,
passa para um estado de oxidagdao imediatamente superior, o estado
férrico .Outros metais, como o cobre (Cu*), também podem servir como

doadores de elétrons na reacado de Fenton (Pryor, 1970).
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H+

0, 4+ H0, === 0, + OH <+ HO°

Figura I. 4 - Producdo do radical hidroxila pela reacdo de
Haber-Weiss - o H,0, é reduzido formando o HO® mediante a
transferéncia de um elétron do ion superdxido (0,°"), em presenca de
ions ferro. Em condicbes fisioldgicas esta reacdo € bastante lenta e,
portanto, o radical hidroxila é formado principalmente pela reacdo de

Fenton.

Quimicamente, RLs sdo caracterizados por sustentar reacdes em
cadeia de RLs, uma espécie de propagacdo prépria de reacles em que
um RL reage produzindo um outro RL que também reage dando origem a
um outro RL. Estes mecanismos alimentadores de processos quimicos
sao conhecidos como reagfes de propagacgdo e sdao o centro das reacgdes
em cadeia de RLs. Classicamente, as reagdes dos RLs sdo divididas em :

1) Reagdes de iniciagao;
2) Reaclhes de propagacao; e
3) Reacbes de terminacao.

Nas reacOes de iniciagdo, um RL é formado de uma espécie
quimica estdvel ndo-radical livre (RH — R*). Nas reacdes de propagacdo,
também chamadas de reacdo central, um RL reage com uma molécula
estdvel originando outro RL como produto (R* + O, » ROO* e ROO" +
RH — ROOH + R"). Nas reagdes de terminagdo, dois RLs anulam seus
elétrons solitdarios formando um produto estdvel (ROO® + R* - ROOR ou
R* + R* > R - R {Boveris, 1998).
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A degradagdo das primeiras moliéculas em RLs necessita,
relativamente alta energia de ativagdo, mas as subsequentes reacgbes de
decomposicdo utilizam muito menos energia (Bergendi et al., 1999).

No final, o ataque de um RL reativo as membranas pode
oxidar multiplas cadeias laterais de 4acidos graxos a lipoperéxidos
danificando proteinas, produzindo “fendas” ou, eventualmente,
causando o completo rompimento da membrana (Halliwell, 1992;
Halliwell, 1990). A elevacdo de 4&cidos graxos livres e perda de
colesterol e lipidios pela lipoperoxidacdo podem danificar a célula e/ou
afetar processos fisiolégicos pela alteracdo da estrutura da membrana,
permeabilidade, fluidez e funcao (Halliwell & Gutteridge, 1990).

A lipoperoxidacdo produz aldeidos, gases hidrocarbonados e
varios residuos quimicos, como o malondialdeido, dieno conjugado e 4-

hidroxinonenal.

Os efeitos da lipoperoxidagdo sobre as membranas podem

ser de quatro tipos:

1 - mudangas no microambiente lipidico afetando enzimas ligadas
a membrana, canais idnicos ou receptores, aumentando ou diminuindo

suas atividades;

2 - formagdo de novos canais de membrana, alterando sua

permeabilidade;

3 - formacgdo de ligagdes cruzadas entre proteinas e fosfolipidios,

inativando-os irreversivelmente;

4 - oxidagdo dos grupos —SH nos sitios ativos de enzimas ligadas a
membrana, acarretando perda de suas propriedades funcionais.

A intensidade desses efeitos pode causar alteracbes nas
propriedades funcionais da membrana e até mesmo a morte celular
(Meerson et al., 1982).
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A suscetibilidade dos tecidos a lipoperoxidacdo é dependente do
nivel de estresse oxidativo a que estdo sujeitos, da quantidade de
substrato a ser peroxidado (3cidos graxos poliinsaturados) e do nivel de
defesas antioxidantes. Mesmo ndo sendo a causa primdria de doencas, a
lipoperoxidagdo é prejudicial ja que pode provocar danos teciduais
secunddarios importantes (Halliwell & Gutteridge, 1990).

Dano as Proteinas

O ataque as proteinas causa, principalmente, a oxidacao de
grupamentos sulfidril (-SH) e metionil formando ligagdes cruzadas entre
proteinas levando & desnaturagdo. As mudangas conformacionais
decorrentes reduzem a atividade ou inativam enzimas, por exemplo
(Webster & Nunn, 1988). Algumas consequéncias da oxidagdo de
proteinas sdo o dano a receptores, vias de transdugdo de sinal,
transporte, entre muitas outras. As proteinas oxidadas podem ser
reconhecidas como “corpo estranho” pelo sistema imune, desencadeando
a formacdo de anticorpos e talvez autoimunidade (ex.: artrite
reumatéide). O ataque de vadrias EAN (ex.: ONOO" e NO, ) sobre a
tirosina leva a producdo de 3-nitrotirosina. Também pode ocorrer a
nitracdo da fenilalanina e do triptofano (Halliwell & Gutteridge, 1990).

Dano ao DNA

O DNA sofre ataque das EAO induzindo a mutacdes, de grande
importdncia na carcinogénese. O maior dano ocorre pelo ataque a
pirimidina na ligacdo com a desoxirribose. Hd o rompimento da ligacdo
glicose-fosfato, com liberacdo de bases livres dos nucleotideos. E
possivel que essa lesdo ao DNA ou sua reparacdo imperfeita cause a
ativacdo de oncogenes, desencadeando a evolucdo de neoplasias
(Halliwell,1989).

1.2.3 — Sistemas de Defesa Antioxidante

Os organismos aerdbios possuem sistemas de defesa para
proteger-se contra os efeitos causados pelas EAO. Substancias que
neutralizam a agao dos RLs na fase de iniciagdo ou propagacdo da
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lipoperoxidacdo, levando a formacdo de produtos menos tdxicos, sdo
chamadas de seqlestradoras (scavengers) como as enzimas e
tocoferdis. Aquelas que atuam absorvendo a energia de excitagdo dos
RLs, neutralizando-os, sao chamadas de gquenchers como o0s
carotendides e dcido ascérbico (Machlin & Bendich, 1987).

O sistema de defesa antioxidante compreende:

1 - as enzimas antioxidantes, que evitam o acumulo de H,0, e 0,°, para
gue ndo haja a producgdo do radical hidroxila, contra o qual ndo existe

nenhum sistema enzimatico de defesa;

2 - agentes quelantes e proteinas, como a transferrina e a
ceruloplasmina, que transportam ferro e cobre, respectivamente,
impedindo que estes metais sejam liberados e catalisem a formacdo de

espécies oxidantes;

3 - substédncias de baixo peso molecular que sequestram as EAO e EAN
como, por exemplo, a bilirrubina, o a-tocoferol e o acido drico. Alguns
antioxidantes de baixo peso molecular vém da dieta, especialmente
acido ascorbico e o-tocoferol. H3 uma relacdo direta entre nutricdo

adequada e niveis de defesa antioxidante normais;

4 - proteinas que protegem biomoléculas contra danos, inclusive o dano
oxidativo, por outros mecanismos como por exemplo as proteinas de

choque térmico (Halliwell & Gutteridge, 1999).

I.2.3.1 - Enzimas Antioxidantes

No sistema enzimatico de defesa contra os RLs formados nos
processos oxidativos, salientam-se trés enzimas: catalase (CAT),
superéxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GSH-Px). Essas
enzimas funcionam como sequestradores de RLs protegendo as

membranas celulares da lipoperoxidagdao, mantendo assim, baixas
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concentracdes intracelulares dessas moléculas altamente reativas
(Boveris & Chance, 1973).

CATALASE

Esta enzima estd presente em todos os tipos de células de
mamiferos e estd localizada, principalmente, num componente
subcelular chamado peroxissoma. Alguns 0rgdcs como O coracdo,
musculo esquelético e cérebro contém niveis mais baixos de catalase do
que o figado, por exemplo, e estdo mais expostos aos danos provocados
pelos RLs (Boveris & Chance, 1973). A Figura I. 5 mostra a reagao de

decomposicao do H,0, pela catalase.

CAT

ZHZOZ :n-n--:--n-:sn} 2H20 + o2

Figura I. 5- Reacdo de decomposigdo do perdxido de hidrogénio

pela catalase.
SUPEROXIDO DISMUTASE

A superdxido dismutase (SOD) € uma enzima essencial para todas
as células aerdbias pois catalisa a dismutagdo do radical superéxido,
importante EAQ, formando H,0, e O, (Figura I. 6).

Existem trés tipos de superdxido dismutase:

1) as que contém cobre e zinco no sitio ativo (CuZn-SOD) e que
sdo encontradas no citoplasma (enzima com duas subunidades, cada
uma contendo um atomo de cobre e um atomo de zinco) e nos fluidos
celulares (EC-S0D; enzima tetramérica com quatro unidades de cobre e
quatro de zinco, que é secretada pelas células endoteliais);

2) as que contém manganés (Mn-SOD), presentes na matriz
mitocondrial, apresentando um atomo de manganés por subunidade; e
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3) as que contém ferro, que sdo encontradas em plantas e
bactérias (procariotos) (Fridovich, 1975; Chance et al., 1979)

Este grupo de enzimas catalisa a reacdao de dois radicais
superéxido, com consequente formacdo de H,0,, que é menos reativo e
é degradado por outras enzimas (catalase ou glutationa peroxidase).

SOD
0, ., 0, + 2H* — e e e s = 2 0, + H,0,

Figura I. 6 - Dismutacdo do radical superéxido formando

perdoxido de hidrogénio e oxigénio.

Essa reacdo pode acontecer espontaneamente em pH fisiolégico,
porém quando catalisada pela SOD a velocidade de dismutacdo é 10*
vezes maior (Chance et al., 1979; Southorn & Povis, 1988).

GLUTATIONA PEROXIDASE

A glutationa peroxidase (GSH-Px), quando foi descoberta por Mills
em 1957, era considerada uma enzima responsavel apenas pela catdlise
do H,0,, tal como a CAT. Hoje, esta enzima que é encontrada em muitos
tecidos animais, é considerada como um dos principais sistemas de
defesa antioxidante. A enzima reage com uma variedade de
hidroperdxidos organicos assim como com o H,0, (Wendel, 1981).

Ha dois tipos de GSH-Px:

1) a que utiliza o selénio como cofator, encontrada tanto na

mitocéndria quanto no citosol; e

2) a que ndo depende de selénio, encontrada no citosol e
responsdvel pela metabolizagdo de hidroperdxidos orgénicos.
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A GSH-Px catalisa a reagdo de hidroperdxidos com a glutationa
reduzida (GSH) para formar glutationa oxidada (GSSG) e o produto de
reducdo do hidroperdxido (Figura I. 7).

Fisiologicamente, a GSH-Px atua acoplada a enzima glutationa
redutase (GR) que, por sua vez, catalisa a reducdo de GSSG, usando
NADPH como coenzima (Figura I. 8) (Mills, 1960; Maiorino et al.,
1990).

GSH-Px
ZGSH + Hzoz 0..'0‘....‘......’ GSSG + Hzo

Figura I. 7 - Reacdo catalisada pela GSH-Px. O substrato também
pode ser outros hidroperdxidos além do H,0,.

GR

o

GSSG + NADPH + H*Y* = = = = ¥ 2 GSH + NADP*

Figura I. 8 - Reagdo de reducdo da GSSG pela glutationa

redutase, usando NADPH como coenzima.
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A Figura I. 9 mostra a reducdo do O, a 4agua, os sitios de
formacdo de RLs e a acdo das enzimas antioxidantes

(o P
Fe2+ Fe 3+
SOD
205 > HzOz ’ OH°
2H" 02
prz0: i 2GSH
CAT P GsHPx
GSSG
2H,0 + O>

2H:0

Figura I. 9 - Reducdo do O, a agua (adaptado de Marks et al.,
1996).
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I.2.4 - Radicais Livres e Sistema Nervoso Central

Todos o0s organismos aerdbios p'odem sofrer dano oxidativo.
Porém, o tecido nervoso é mais suscetivel em comparacdo a outros
tecidos. Uma das razdes é o seu alto consumo de O, em humanos ja
que € responsdvel por aproximadamente 20% do consumo basal de O,
do corpo, apesar de seu peso corresponder a 2% do peso corporal.
Portanto, ha uma grande quantidade de O, para uma massa de tecido
relativamente pequena (Halliwell & Gutteridge, 1999).

Além disso, outros fatores também contribuem para tornar o

cérebro vulnerdvel as reacfes de oxidacdo, pois:

1) contém altas concentracdes de lipidios poliinsaturados, que
servem como substrato para a peroxidacdo lipidica;

2) é relativamente deficiente de mecanismos protetores,
sendo que 0s baixos niveis de enzimas antioxidantes e sua
localizagdo nas células gliais fazem com que 0s neurdnios
sejam menos protegidos contra os oxidantes presentes no

cérebro;

3) em regibes especificas do cérebro (substdncia nigra,
caudato, putamen e globus pallidus) o ferro encontra-se
presente em altas concentracdes, o que favorece a

lipoperoxidagdo;

4) a morte celular ou o colapso do gradiente i6nico normal
podem causar enorme liberagdo de glutamato, levando ao

2* livre intracelular e

excessivo e continuo aumento de Ca
Na®™ em neurbnios adjacentes ocasionando alta producdo de
NO® e geragcdao aumentada das EAO (Resnick & Parker,

1993; Cassarino & Bennet Jr., 1999).

Quantidades elevadas de RLs tém sido associadas a muitas
doencas e disturbios neuroldgicos tais como doenca de Batten, doenca
de Alzheimer, doenca de Parkinson, convulsdes, deméncia, derrame
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cerebral, isquemia, doeng¢a de Hallervorden-Spatz, esclerose amiotroéfica
lateral e edema cerebral (Bondy, 1996; Delanty & Dichter, 1998).

Estudos de isquemia cerebral seguida de reperfusdo tém
demonstrado claramente o envolvimento dos RLs e da lipoperoxidacédo
no dano neuronal que ocorre em situacbes de bloqueio do metabolismo
energético aerdbio. Além disso, o uso de agentes inibidores da formacédo
de RLs methora a sobrevida dos animais submetidos a isquemia cerebral
(Floyd, 1990; Carney et al., 1992).

1.2.5 - Estresse Oxidativo e Fenilcetoniria

O estresse oxidativo tem sido sugerido como um participante na
fisiopatologia de alguns erros inatos de metabolismo devido ao acdmulo
de metabdlitos tdxicos, a excessiva producdo de RLs e a influéncia de

dietas restritas no status antioxidante.

Wilke e colaboradores (1992), verificaram que pacientes com
fenilcetontria sob dieta restrita em fenilalanina apresentavam baixos
niveis de selénio eritrocitdrio e baixa atividade da GSH-Px sem
apresentar sintomas sugestivos de deficiéncia de selénio. Estes
pesquisadores demonstraram que a deficiéncia de selénio e GSH-Px
estdo associados ao aumento de lipoperoxidacdo no plasma, através da
avaliacdo de produtos como malondiaideido. Este fato foi inicialmente
explicado como resultado da deficiéncia de seiénio, devido a pobre

ingestdo dietética deste mineral.

Entretanto, um estudo recente mostrou que apdés suplementacdo
de selénio, vitaminas e oligoelementos, criancas com fenilcetondria ou
com hiperfenilalaninemia leve continuaram apresentando deficiéncia na
atividade da GSH-Px. Disturbios neuropsicoldogicos foram mais
freqlientes em pacientes com fenilcetonuria e baixa atividade da GSH-Px
do que em pacientes com feniicetonlria e atividade normal da GSH-Px.
Os autores sugerem algumas possiveis explicagfes para a atividade
diminuida da GSH-Px na fenilcetontria como a reduzida disponibilidade
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de glutationa, gque €& o substrato da enzima, ou de selénio além da
inibicdo direta da atividade da GSH-Px pelos altos niveis de L-
fenilalanina (Sierra et al., 1998).

Longhi e colaboradores (1987) confirmaram observagbes prévias
de como a deficiéncia de micronutrientes pode ser prejudicial e como é
alto o risco de deficiéncia de certos micronutrientes em pacientes com
fenilcetonidria submetidos a dieta semi-sintética. O risco é
particularmente acentuado para ferro, cobre, zinco e selénio.

Em pesquisa recente, Moyano e colaboradores (1997) verificaram
a extensdo do dano oxidativo causado por vdrios erros inatos de
metabolismo através da medida do tocoferol, que é um antioxidante
conhecido. Os niveis de tocoferol encontrados foram especialmente
baixos em pacientes com erros inatos do metabolismo energético nédo
tratados. Em criancas com fenilcetonlria, foram demonstrados niveis
sanglineos de tocoferol semelhantes aos das <criangas com
hiperfenilalaninemia leve. No entanto, adolescentes que abandonaram o
tratamento por alguns anos, apresentaram niveis de tocoferol no limite
minimo da taxa normal. Os pacientes foram tratados com tocoferol e,
apés o tratamento, os niveis deste antioxidante foram novamente
avaliados. Os pesquisadores demonstraram que o tratamento com
tocoferol corrigiu a deficiéncia de antioxidantes apresentada nas
doengas estudadas, recomendando um tratamento com este

antioxidante monitorado bioquimicamente.
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II. OBJETIVOS



Verificar o efeito in vitro da fenilalanina em homogeneizado de
cérebro de ratos sobre parametros de estresse oxidativo -
gquimiluminescéncia e potencial antioxidante total (TRAP) e sobre
a atividade das enzimas antioxidantes superdxido dismutase,

catalase e glutationa peroxidase;

Verificar 0s mesmos parametros em modelos animais agudo e

crénico de fenilcetonduria.

0
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Oxidative stress in brain of rats with chemically induced phenylketonuria

Abstract - Tissue accumulation of L-phenylalanine (Phe) is the biochemical hallmark of human
phenylketonuria (PKU), an inherited metabolic disorder clinically characterized by mental
retardation and other neurological features. The mechanisms of brain damage observed in this
disorder are poorly understood. In the present study we investigated some oxidative stress
parameters in the brain of rats with experimental hyperphenylalaninemia. The animals were
subjected to acute or chronic (6-13 day-old rats) subcutaneous injections of o-methyl-DL-
phenylalanine and Phe in order to achieve plasma Phe levels similar to those of the human
condition. Chemiluminescence, total radical-trapping antioxidant potential (TRAP), superoxide
dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GSH-Px) activities were measured
in the brain of the animals. We also investigated the in vitro effects of Phe on the same
parameters in the brain of 6-day-old rats. We observed that chemiluminescence is increased and
TRAP is reduced in the brain of hyperphenylalaninemic rats. Similar data were obtained in the in
vifro experiments using Phe at various concentrations, a fact that indicates that the amino acid
induces free radical production and compromises total antioxidant capacity in nervous tissue.
Moreover, CAT activity was significantly inhibited by Phe in vifro and in the chronic model of
PKU, whereas GSH-Px activity was reduced in vivo but not in vitro and SOD activity was not
altered by any treatment. The results indicate that oxidative stress may be involved in the
neuropathology of PKU. However, further studies are necessary to confirm and extend our
findings to the human condition and also to determine whether an antioxidant therapy may be of
benefit to these patients.

Keywords: phenylketonuria, phenylalanine, brain, central nervous system, oxidative stress, free

radical.



INTRODUCTION

Phenylketonuria (PKU) is the most frequent inherited disorder of amino acid metabolism.
PKU is caused by a severe deficiency of hepatic phenylalanine hydroxylase activity resulting in
accumulation of L-phenylalanine (Phe) and its metabolites in blood and other tissues [1].
Permanent brain damage in this disease has been associated with increased Phe levels during
critical periods of brain development [2,3]. Unless diagnosed and treated very early in infancy,
this condition leads to severe retardation of intellectual development, neuropsychiatric symptoms
and seizures. Although long-term therapy with a Phe-restricted diet may prevent these symptoms
[4], intellectual and school performance depend on good dietary compliance, which may be
difficult to achieve [5]. Therefore, it would be desirable to develop alternative therapeutic
approaches that could counteract the toxic effects of Phe, mainly in patients with poor
compliance [6].

Some mechanisms have been proposed to explain the pathophysiology of the neurological
dysfunction characteristic of PKU. Severe reduction in the amount of myelin, retarded synapse
formation and decreased dendritic arborization have been described in human and experimental
PKU [7,8]. Phe affects brain protein synthesis due to polysome disaggregation and inhibition of
translation initiation [9,10]. In addition, Phe disturbs the transport of various neutral amino acids
into the brain, possibly reducing their avaliabilty for protein and neurotransmitter synthesis
[11,12,13,14,15]. We have previously demonstrated some biochemic;l alterations in the brain of

hyperphenylalaninemic rats chronically treated with daily administration of Phe plus a-methyl-

DL-phenylalanine (MePhe), a phenylalanine hydroxylase inhibitor. These alterations include
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reduced Na" K'-ATPase activity in the synaptic plasma membrane [16,17], decreased high
molecular weight neurofilament subunit (NF-H) content and increased phosphorylation of the
150 kDa neurofilament subunit (NF-M) and tubulins present in the cytoskeletal fraction [18].
Finally, brain energy metabolism is impaired by Phe in vitro [19], a fact that is also observed in
patients [20]. However, despite these studies, the mechanisms by which Phe causes brain damage
are poorly understood to date.

Oxidative stress is an important event that has been related to the pathogenesis of some
diseases affecting the central nervous system such as neurodegenerative disorders, epileptic
seizures, demyelination (multiple sclerosis), dementia, and others [21,22]. This is understandable
since the central nervous system is highly sensitive to oxidative stress due to its high oxygen
consumption, its high iron and lipid contents, especially polyunsaturated fatty acids, and the low
activity of antioxidant defenses [23].

Several authors have reported low selenium levels in plasma of hyperphenylalaninemic
patients probably secondary to the protein restricted diet imposed to these children in order to
achieve normal plasma Phe levels [24,25,2627]. A more recent evaluation of
hyperphenylalaninemic patients found that, although a normal plasma level of selenium was seen
in these patients, a significantly lower activity of erythrocyte GSH-Px was detected [26].
Considering that selenium is essential to GSH-Px activity, selenium supplementation of the diet
of these patients should.be an adjunct therapy in situations of selenium deficiency. Another study
demonstrated that PKU patients present elevated products of lipid peroxidation in plasma and
diminished activities of plasma and erythrocyte GSH-Px [28]. These findings indicate that other
factors may influence GSH-Px activity in PKU. Moreover, decreased serum ubiquinone-10 levels
were recently observed in PKU patients [29]. Therefore, oxidative stress may be related to brain

damage in PKU, but the exact mechanisms underlying these effects remain to be elucidated.
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In the present study we investigated various parameters of oxidative stress in the brain of
rats subjected to chemically induced PKU, namely chemiluminescence, total radical-trapping
antioxidant potential (TRAP), superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and glutathione
peroxidase (GSH-Px) activities. We also examined the in vitro effects of Phe on the same
parameters in the brain of 6-day-old rats. The results revealed alterations of various of these
parameters, indicating that oxidative stress may be one of the mechanisms by which Phe
provokes brain damage in PKU. Further studies on the oxidative stress status of PKU patients
appear to be worthwhile in order to determine whether an antioxidant therapy may be of benefit

to these patients.

MATERIALS AND METHODS

Reagents and equipment

All chemicals were purchased from Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA, except for
the RANSOD kit which was purchased from RANDOX. Phe and MePhe were dissolved on the
day of the experiment in distilled water for in vifro assays, and in saline for subcutaneous
administration with the pH adjusted to 7.4 when necessary. Chemiluminescence and TRAP were
assayed using a beta liquid scintillation spectrometer (Tricarb 2100 and Wallac model 1409,
respectively) and the enzyme activities were measured with a double-bean spectrophotometer

with temperature control (Hitachi U-2001).
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Animals

Six- to 14-day-old Wistar rats bred in the Department of Biochemistry, UFRGS, were
used. Rats were kept with dams while receiving the drugs until they were sacrificed. The dams
had free access to water and to a standard commercial chow (Germani, Porto Alegre, RS, Brazil)
containing 20.5% protein (predominantly soybean), 54% carbohydrate, 4.5% fiber, 4% lipids, 7%
ash and 10% moisture. Temperature was maintained at 24 + 1 °C, with a 12-12 h light-dark cycle.
The “Principles of laboratory animal care” (NIH publication n° 85-23, revised 1985) were

followed in all the experiments.

Tissue preparation

On the day of the experiments, animals were killed by decapitation without anesthesia and
the brain was immediately removed. The olfactory bulbs and pons/medulla were discarded. The
rest of the brain (forebrain or cerebrum) was weighed and kept chilled until homogenization. The
brain was homogenized in the incubation medium used for each technique and centrifuged at
1,000 g for 10 minutes at 4° C, and the supernatant was immediately used for the measurements.

For the enzyme activity determinations, the brain tissue was kept frozen at -74°C for up to one

week.



Chemically induced phenylketonuria

We induced PKU in rats as described by Wyse et al. [16,17]. Suckling animals received
subcutaneous injections of 2.1 pmol Phe plus 1.6 umol MePhe per gram body weight. The
substances were dissolved in saline by heating. Controls received equivalent volumes of saline.
The acute model consisted of one injection of MePhe on the 6™ day of life and Phe on the 7™ day
(after a 24 hour interval). To produce the chronic PKU model, rats received the drugs from the 6™
to the 13 day. The same doses utilized in the acute treatment were used. MePhe was
administered once a day and Phe two times daily (with a 9 hour interval). Rats were killed 14

hours after the last injection of Phe.

In vitro experiments

Brain homogenates were incubated for 1 hour at 37° C in the presence of Phe or MePhe,
and controls were incubated with medium only. The final concentrations of each substance in the
incubation medium ranged from 0.5 to 5 mM. After incubation, aliquots were taken to measure
chemiluminescence and TRAP. To test the action of Phe on the enzymatic antioxidant defenses
(CAT, SOD and GSH-Px), the amino acid was added to the incubation medium at the time of

assay of each enzyme activity without previous incubation with tissue homogenate.
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UFRGS
inst. Cidncias Bisicas da Sadde
Biblicteca

Chemiluminescence

Samples were assayed for chemiluminescence in a dark room by the method of Gonzalez-
Flecha et al. [30]. Incubation flasks contailned 3.5 ml of medium consisting of 20 mM sodium
phosphate, pH 7.4, and 140 mM KCI The background chemiluminescence was measured and 0.5
ml of homogenate immediately added. Chemiluminescence was measured for 30 minutes at room
temperature. The background chemiluminescence was subtracted from the total value and the

results are represented as cps/mg protein.

Total radical-trapping antioxidant potential (TRAP)

TRAP represents the total antioxidant capacity of the tissue and was determined by
measuring the luminol chemiluminescence intensity induced by 2,2’-azo-bis(2-amidinopropane)
(ABAP) [31] at room temperature. Tissue was homogenized 1:10 (w/v) in 0.1 M glycine buffer,
pH 8.6, which was also used to prepare the other solutions. Four ml of 10 mM ABAP were added
to the vial and the background chemiluminescence was measured. Ten ul of 4 mM luminol were
then added and the chemiluminescence was measured. This was considered to be the initial value.
Ten pl of 80 uM Trolox or homogenates were added and chemiluminescence was measured until
it reached the initial levels. The addition of Trolox or tissue homogenate to the incubation
medium reduces the chemiluminescence. The time necessary to return to the levels present before
the addition was considered to be the induction time. The induction time is directly proportional
to the antioxidant capacity of the tissue and was compared to the induction time of Trolox. The

results are reported as nmol of trolox per mg protein.
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Catalase assay

CAT activity was assayed by the method of Aebi [32] which is based on the
disappearance of H>O; at 240 nm. Brain tissue was homogenized 1:10 (w/v) in 10 mM potassium
phosphate buffer, pH 7.6. One unit is defined as one pmol of hydrogen peroxide consumed per

minute and the specific activity is reported as units per mg protein.

Superoxide dismutase assay

The assay of SOD activity was carried out with the RANSOD kit (Randox, USA).
Cerebral tissue was homogenized 1:10 (w/v) in 10 mM potassium phosphate buffer, pH 7.4. This
method is based on the formation of red formazan from the reaction of 2-(4-iodophenyl)-3-(4-
nitrophenol)-5-phenyltetrazolium chloride (IN.T.) and superoxide radical (produced in the
incubation medium from xanthine oxidase reaction) which is assayed spectrophotometrically at
505 nm. The inhibition of the produced chromogen is proportional to the activity of the SOD
present in the sample. A 50% inhibition is defined as one unit of SOD and specific activity is

represented as units per mg protein.

Glutathione peroxidase assay

GSH-Px activity was measured by the method of Wendel [33], except for the

concentration of NADPH which was adjusted to 0.1 mM after previous tests performed in our
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laboratory. Tissue was homogenized 1:10 (w/v) in 10 mM potassium phosphate buffer, pH 7.6.
Tert-butyl-hydroperoxide was used as substrate. NADPH disappearance was monitored with a
spectrophotometer at 340 nm. One GSH-Px unit is defined as one pumol of NADPH consumed

per minute and specific activity is represented as units per mg protein.

Protein determination

Protein was measured by the method of Lowry et al. [34] using bovine serum albumin as

standard.

Statistical analysis

Data were analyzed by the Student’s #-test or by one-way analysis of variance followed by
the Duncan multiple range test when the F value was significant. All analyses were performed

using the Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) software.

RESULTS

Chemically induced phenylketonuria

The effects of acute and chronic administration of Phe plus MePhe on TRAP and

chemiluminescence were initially studied. Fig. 1 shows that TRAP was significantly decreased in

brain homogenates from rats acutely [t(12)=4.95; p<0.01] and chronically treated [t(12)=4.19;
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p<0.01] with Phe plus MePhe, as compared to control rats injected with saline. In contrast,
chemiluminescence in brain homogenates from rats submitted to the acute [t(10)=3.87; p<0.01]
and chronic [t(10)=4.46; p<0.01] PKU model was significantly increased compared to saline-
treated animals (Fig. 2).

Furthermore, brain CAT activity (Fig. 3) was not altered in the acute PKU model
[t(10)=0.33; p>0.05] but was strongly reduced in chronically treated rats [t(10)=2.76; p<0.05]. In
turn, the activity of SOD in the homogenates was not affected by the acute [t(12)=0.52; p>0.05]
or chronic PKU model [t(12)=1.79; p>0.05], as shown in Fig. 4. Finally, rats subjected to the
acute [t(12)=5.43; p<0.01] and chronic [t(12)=3.54; p<0.01] treatments showed a significant

decrease in brain GSH-Px activity (Fig. 5).

In vitro experiments

Next, we tested the in vitro effect of Phe at concentrations resembling those found in PKU
patients on TRAP and chemiluminescence (Table 1). We observed that Phe at concentrations of 1
mM and higher significantly diminished the antioxidant capacity (TRAP) of brain homogenates
after 1 hour incubation [F(4,25)=3.60; p<0.05] and stimulated chemiluminescence
[F(4,25)=15.60; p<0.001] in brain homogenates from 6-day-old rats. Moreover, we also observed
a significantly inverse correlation between chemiluminescence and TRAP (= -0.79; p<0.01), as
illustrated in Fig. 6. These results strongly indicate that Phe increases the in vifro oxidative stress
in brain from young rats.

To study the mechanisms by which Phe reduces the antioxidant capacity when
administered to rats, we tested the effect of this amino acid on the activity of the principal

enzymes responsible for the antioxidant defense in the brain homogenates from 6-day-old rats
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(Table 2). CAT activity was strongly inhibited by Phe at all concentrations used [F(4,15)=90.36;
p<0.001], whereas the activities of SOD [F(4,15)=1.26; p>0.05] and GSH-Px [F(4,30)=1.17;
p>0.05] were not altered by the presence of Phe in the incubation medium.

We also studied the in vitro effect of a high concentration (5 mM) of MePhe, the inhibitor
of phenylalanine hydroxylase activity used together with Phe to induce experimental PKU in rats,
on these parameters. The results obtained for five rats (mean £ SD) revealed that MePhe does not
alter the antioxidant capacity [control: 9.37 + 0.9 nmol trolox/mg protein, MePhe 8.79 + 0.68
nmol trolox/mg protein; t(8)=1.33; p>0.05] or the chemiluminescence [control: 2,816 + 223
cps/mg protein; MePhe 2,930 + 184 cps/mg protein; t(8)=0.75; p>0.05], suggesting that MePhe

by itself does not interfere with the oxidative stress parameters measured.

DISCUSSION

Phenylketonuric patients are clinically characterized by marked neurological dysfunction
which is usually related to tissue Phe levels. Therefore, early institution of a therapy based on a
Phe-restricted diet was developed by Bickel and coworkers in 1953 and proved to effectively
prevent the mental retardation of affected individuals [35,36,37]. These observations and the
findings that Phe derivatives do not reach toxic levels in brain indicate that Phe is the main
neurotoxic agent in PKU [1,38]. However, although neurologic symptoms predominate, the
underlying mechanisms responsible for brain damage seem to be multiple and have not been
completely elucidated. Furthermore, despite the apparently appropriate Phe-restricted diet, some

patients present poor intellectual and school performance for reasons not yet understood, a fact
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indicating that new therapeutic approaches should be devised to treat phenylketonuric patients
[6,40,41,42].

Increased plasma malondialdehyde levels, as well as reduced blood selenium content and
GSH-Px activity have been recently described in hyperphenylalaninemic patients [26,28].
However, no symptoms observed in these patients could be directly attributed to selenium
deficiency [28]. Furthermore, the low activities of erythrocyte GSH-Px observed in many
hyperphenylalaninemic patients were not altered by the selenium-supplemented formulas
employed, suggesting the absence of a cause/effect relationship between plasma selenium levels
and erythrocyte GSH-Px activity [26]. The same authors also observed that neurological
disturbances were more frequent in these patients than in those with normal GSH-Px activity.
Another interesting result is that ubiquinone-10, a substance with antioxidant action, is found at
decreased concentrations in serum of PKU patients [29].

We decided to study a few oxidative stress parameters in brain of rats subjected to the
widely used PKU model based on the administration of Phe plus MePhe, a phenylalanine
hydroxylase inhibitior [43,44]. This Phe analogue has been tested by others on many
neurochemical parameters and was considered a low-toxic agent compared to the other
phenylalanine hydroxylase inhibitor, p-chlorophenylalanine [44].

In this study, we have demonstrated that chemiluminescence is significantly increased and
TRAP is reduced in brain of hyperphenylalaninemic rats, indicating that chemical treatment with
Phe plus MePhe induced oxidative stress in the animals. Since the in vifro experiments revealed
that MePhe does not alter these parameters and that Phe increased chemiluminescence and
reduced TRAP in vifro in brain homogenates, we presume that Phe induces free radical
production and compromises the total antioxidant capacity of the nervous tissue. Moreover, the

alteration of both parameters in a similar fashion is strongly indicative of oxidative stress since
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this process is defined as the imbalance between free radical production and antioxidant defenses.
At this point it should be emphasized the low cerebral antioxidant defenses [23], a fact that makes
this tissue more vulnerable to increases of reactive oxygen species. In fact, an increasing number
of pathological situations involving the CNS, such as neurodegenerative disorders, seizures,
ischemia/reperfusion, and dementia, have been associated with oxidative stress [22].

The enzymes CAT, SOD and GSH-Px are considered to be the main enzymatic defenses
of the brain against free radical production. We therefore tested the effects of the acute and
chronic PKU models and also the in vitro effect of Phe on these enzyme activities. CAT activity
was significantly inhibited by Phe both in vifro (up to 77 %) and in vivo in the chronic PKU
model (55 %), but not in the acute one. Regarding the mechanisms by which Phe inhibits CAT
activity, the in vitro findings probably indicate a direct interaction of the amino acid with the
enzyme inhibiting its activity. On the other hand, apart from acting directly on the enzyme,
speculatively Phe could also have an indirect effect in chronic in vivo studies at the transcription
level, blocking CAT enzyme synthesis, or otherwise increasing its degradation.

SOD activity was not affected in vivo or in vitro by Phe, a fact indicating the specificity of
the amino acid effect. On the other hand, Phe inhibited GSH-Px activity in the chronic and acute
in vivo model of PKU, but not in vitro. These findings suggest an indirect action of Phe, not
present in the homogenates, on this enzyme activity. Again, one possibility could be an action of
Phe on the enzyme turnover affecting the synthesis and/or the degradation processes of GSH-Px.
Considering the results of Phe action on CAT and on GSH-Px activities as a whole, we may
presumed that Phe administration gives rise to a high concentration of hydrogen peroxide in the
brain of the animals, secondarily leading to brain damage [45].

The present results strongly indicate that Phe stimulates oxidative stress in the brain of

hyperphenylalaninemic rats and are in agreement with other findings observed in PKU patients.
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These findings include increased products of lipid peroxidation found in plasma and reduced
acitivity of GSH-Px in plasma and erythrocytes of PKU patients [26,28]. Furthermore, normal
SOD activity was observed in these patients [46], which is also in line with our results.

The concentrations of Phe at which the effects were caused in this study were similar to
those observed in PKU patients [1,39,42,47,48]. Even so, it is difficult to extrapolate our findings
to the human condition. However, if the effects here detected also occur in the brain of
phenylketonuric patients, it is possible that they may contribute, at least in part, to the acute and
chronic neurological dysfunction characteristic of this disease. Therefore, the institution of
antioxidant therapy in PKU may be of interest to test whether the affected patients will benefit

from this therapy which could possibly be an adjuvant to the commonly used Phe-restricted diet.
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ABBREVIATIONS

ABAP - 2,2’-Azo-bis(2-amidinopropane)

CAT - catalase

GSH-Px — glutathione peroxidase

IN.T. — 2-(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenol)-5-phenyltetrazolium chloride
MePhe - a-methyl-DL-phenylalanine

NADPH - nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (reduced form)
Phe - L-phenylalanine

PKU - Phenylketonuria

SOD - superoxide dismutase

TRAP - total reactivity antioxidant potential
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1. Effect of acute or chronic administration of L-phenylalanine plus o-methyl-DL-
phenylalanine on total radical-trapping antioxidant potential (TRAP) in brain homogenates from
14-day-old rats. Results are mean * SD for seven independent experiments performed in
duplicate. TRAP is calculated as nmol of trolox per mg protein. ** p<0.01 compared to control

(Student t test).

Fig. 2. Effect of acute or chronic administration of L-phenylalanine plus o-methyl-DL-
phenylalanine on chemiluminescence in brain homogenates from 14-day-old rats. Results are
mean + SD for six independent experiments performed in duplicate. ** p<0.01 compared to

control (Student’s t test).

Fig. 3. Effect of acute or chronic administration of L-phenylalanine plus a-methyl-DL-
phenylalanine on catalase activity in brain homogenates from 14-day-old rats. Results are mean +
SD for six independent experiments performed in duplicate. One catalase unit is defined as one

umol of HO, consumed per minute. * p<0.05 compared to control (Student’s t test).
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Fig. 4. Effect of acute or chronic administration of L-phenylalanine plus o-methyl-DL-
phenylalanine on superoxide dismutase (SOD) activity in brain homogenates from 14-day-old
rats. Results are mean £+ SD for seven independent experiments performed in duplicate. One
SOD unit is defined as 50 % inhibition of red formazan formation. No significant differences

from controls were detected by the Student’s t test.

Fig. 5. Effect of acute or chronic administration of L-phenylalanine plus o-methyl-DL-
phenylalanine on glutathione peroxidase (GSH-Px) activity in brain homogenates from 14-day-
old rats. Results are mean + SD for seven independent experiments performed in duplicate. One
GSH-Px unit is defined as one umol of NADPH consumed per minute. ** p<0.01 compared to

control (Student’s t test).

Fig. 6. Correlation between chemiluminescence and total radical-trapping antioxidant potential
(TRAP) in brain homogenates from 6-day-old rats. Data were taken from experiments on the in
vitro effect of L-phenylalanine (Tab. 1). The asterisk indicates a statistically significant

correlation.



Table 1. In vitro effect of L-phenylalanine on total radical-trapping antioxidant potential (TRAP)

and chemiluminescence in brain homogenates from 6-day-old rats

Parameter L-Phenylalanine concentration
0 mM 0.5 mM 1.0 mM 2.5mM 5.0 mM
TRAP 15709 13.1£2.0 89+29% 814+£29+%* 6.7+£295%
(o=6)

Chemiluminescence 2,234 +300 2,454+390 29741+436* 3)184+328* 4276302 **
(n=6)

Results are mean + SD for experiments performed in duplicate. TRAP is calculated as nmol of
trolox per mg protein and chemiluminescence 1s calculated as cps per mg protein. * p<0.05, **

p<0.01 compared to control (Duncan multiple range test).
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Table 2. In vitro effect of L-phenylalanine on antioxidant enzyme activities in brain homogenates

from 6-day-old rats

Enzyme L-Phenylalanine concentration

Activities

(units/mg prot)

0 mM 0.5 mM 1.0 mM 2.5 mM 5.0 mM

CAT 7009 16+05* 20+05* 31+05* 1.7+05*%
(n=4)
SOD 842+4.1 843+33 80.4+5.9 82.0+28 83.1+1.6
(n=4)
GSH-Px 5.89+£0.78 48+14 5410 54t13 47+13
(=7)

Results are mean * SD for experiments performed in duplicate. One CAT unit is defined

as one pumol of H,O, consumed per minute. One SOD unit is defined as 50% inhibition of red

formazan formation. One GSH-Px unit is defined as one pumol of NADPH consumed per minute.

* p<0.01 compared to control (Duncan multiple range test).
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Fig. 1. Effect of acute or chronic administration of L-phenylalanine plus o-methyl-DL-
phenylalanine on total radical-trapping antioxidant potential (TRAP) in brain homogenates from
14-day-old rats. Results are mean + SD for seven independent experiments performed in
duplicate. TRAP is calculated as nmol of trolox per mg protein. ** p<0.01 compared to control

(Student’s t test).
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Fig. 2. Effect of acute or chronic administration of L-phenylalanine plus a-methyl-DL-
phenylalanine on chemiluminescence in brain homogenates from 14-day-old rats. Results are
mean + SD for six independent experiments performed in duplicate. ** p<0.01 compared to

control (Student’s t test).
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Fig. 3. Effect of acute or chronic administration of L-phenylalanine plus a-methyl-DL-
phenylalanine on catalase activity in brain homogenates from 14-day-old rats. Results are mean *
SD for six independent experiments performed in duplicate. One catalase unit is defined as one

umol of H,0, consumed per minute. * p<0.05 compared to control (Student’s t test).
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Fig. 4. Effect of acute or chronic administration of L-phenylalanine plus a-methyl-DL-
phenylalanine on superoxide dismutase (SOD) activity in brain homogenates from 14-day-old
rats. Results are mean = SD for seven independent experiments performed in duplicate. One
SOD unit is defined as 50 % inhibition of red formazan formation. No significant differences

from controls were detected by the Student’s t test.
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Fig. 5. Effect of acute or chronic administration of L-phenylalanine plus o-methyl-DL-
phenylalanine on glutathione peroxidase (GSH-Px) activity in brain homogenates from 14-day-
old rats. Results are mean = SD for seven independent experiments performed in duplicate. One
GSH-Px unit is defined as one pmol of NADPH consumed per minute. ** p<0.01 compared to

control (Student’s t test).
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Fig. 6. Correlation between chemiluminescence and total radical-trapping antioxidant potential
(TRAP) in brain homogenates from 6-day-old rats. Data were taken from experiments on the in
vitro effect of L-phenylalanine (Tab. 1). The asterisk indicates a statistically significant

correlation.
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IV. DISCUSSAO



Quase cinquenta anos apdés a publicagdo do primeiro tratamento
proposto para fenilcetoniria, ainda ndo foi descoberto o tratamento
ideal para melhorar a qualidade de vida destes pacientes, apesar dos
muitos avangos ja alcancados. Bickel e colaboradores (1954)
desenvolveram um tratamento dietético, com restricdo de fenilalanina,
apés a insisténcia da mde de uma menina com fenilcetondria
diagnosticada por eles. A menina tinha 2 anos de idade, era gravemente
retardada e apresentava outros sintomas clinicos. Em poucos meses de
tratamento dietético restrito em fenilalanina, os sintomas clinicos e
neuroldgicos comecaram a melhorar. Apés alguns testes, os
pesquisadores concluiram que o tratamento dietético estava trazendo os
resultados esperados, pois a menina apresentou um desenvolvimento

mental significativo e obteve alta hospitalar.

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

O presente trabalho consistiu na avaliagdo da capacidade da
fenilalanina de estimular o estresse oxidativo in vivo e in vitro.

As elevagcbes dos niveis sanguineos de fenilalanina estdo
associadas ao agravamento da disfuncdo neuroldgica caracteristica nos
pacientes fenilcetonlricos. Varios pesquisadores jéd demonstraram que
uma dieta restrita em fenilalanina previne a instalagdo dos sintomas
neuroldégicos quando iniciada logo apdés o nascimento, indicando que nao
é a deficiéncia da enzima fenilalanina hidroxilase hepdtica, mas a
hiperfenilalaninemia e/ou o acumulo dos metabédlitos da fenilalanina
(fenilpiruvato, fenilactato e fenilacetato), que causam os danos
cerebrais. Embora os pacientes fenilcetonlricos apresentem um padrao
caracteristico de disfuncdo neuroldgica, os mecanismos patogénicos
responsaveis pelas alteracdes neurolégicas ndo estdo bem definidos.

O envolvimento dos radicais livres e do estresse oxidativo na
fisiopatologia de varias situagdes que comprometem o sistema nervoso
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central tem sido cada vez mais estudado. Um dos aspectos
freqientemente abordados sdo as mudancgas patoldégicas que determinam
a morte neuronal secundaria, ou seja, de neurbnios ndo afetados
diretamente pelo insulto primdrio, mas sim por uma cascata de eventos
provocada por este. Um dos primeiros fenémenos observados nesta
seqliéncia de eventos é o processo de lipoperoxidacdo induzida por
radicais livres de oxigénio (Carney et al., 1992).

Recentes publicacbes descreveram um aumento do malondialdeido
plasmdtico e diminuicdo da atividade da GSH-Px plasmatica e do
contetdo de selénio em pacientes hiperfenilalaninémicos (Wilke et al.
1992; Sierra et al. 1998), o que sugere a participacdao do estresse
oxidativo na fenilcetontria. No entanto, Wilke e colaboradores (1992)
declararam que ndo foram observados sintomas clinicos em pacientes
fenilcetonuricos que pudessem ser diretamente atribuidos a deficiéncia
de selénio. De fato, foi observada baixa atividade de GSH-Px
eritrocitaria em muitos pacientes hiperfenilalaninémicos com uma dieta
livre ou sob tratamento com suplemento de selénio (ambos os grupos
com niveis plasmaticos normais de selénio) sugerindo uma falta de
correlacdo entre niveis plasmaticos de selénio e atividade da GSH-Px
(Sierra et al., 1998). Nestes pacientes, os disturbios neurolégicos foram
observados mais frequentemente do que naqueles com atividade normal
daGSH-Px.

Inicialmente, o estresse oxidativo foi avaliado pela analise do
potencial antioxidante total (TRAP) e pela medida de quimiluminescéncia
em ratos submetidos a modelos agudo e crénico de fenilcetonGria. Foram
também investigados os efeitos da L- fenilalanina in vitro sobre estes

parametros,

A atividade da CAT foi determinada pelo método de Aebi (1984).
Este método baseia-se na medida da velocidade do consumo do peréxido
de hidrogénio das amostras. A taxa de decomposicdo do H,0,,
determinada em espectrofotémetro, é diretamente proporcional a
atividade da catalase.
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A toxicidade do H,0, nos sistemas bioldgicos é bastante conhecida,
tendo a CAT a funcdo fisioldogica de ndo permitir o aumento da
concentragdo do H,0,. Em locais onde a CAT estd em baixas
concentracfes, como no cérebro, o controle intracelular da quantidade
de H,O, presente é particularmente importante na oxidacdao celular
(Boveris & Chance, 1973).

A segunda enzima avaliada, a SOD teve sua atividade determinada
pelo kit RANDOX. Neste método o O, é gerado a partir do sistema
xantina/xantina oxidase, que reage com o INT [cloreto de 2-4 iodofenil-
3- (4 nitrofenil)-5-fenil tetrazélio] para formar o corante vermelho de
formazan (Figura IV. 1). A atividade da enzima é calculada a partir do
grau de inibicdo da formacdo deste corante.

Xantina oxidase

Xantina T Acido Urico + 0,
0,
INT —— corante formazan
SOD
02" + 0 + 2H* e 0. + H;0;

Figura IV. 1 - Reacgdo de dismutacdo do superdéxido formado pelo

sistema xantina/xantina oxidase.
A terceira enzima estudada foi a GSH-Px, através do método de

Wendel (1981), que determina a atividade da GSH-Px através da medida
da taxa de oxidacdo do NADPH, na presenca de GSH e GR (Figura IV. 2).
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GSH GSSG

NADP+ NADPH

Figura IV. 2: Reacdo do perdxido de hidrogénio catalisada pela
GSH-Px e reducdo de GSSG usando NADPH como coenzima (adaptado de
Magistretti, 1999).

Neste estudo, nés demonstramos que a L-fenilalanina aumenta a
quimiluminescéncia e reduz o TRAP in vivo e in vitro em homogeneizado
de cérebro de ratos, sugerindo que o aminodcido induz a producdo de
radicais livres e compromete a capacidade antioxidante total do tecido
nervoso. A alteracdo de ambos os parametros é um importante indicativo
de estresse oxidativo, pois este é definido como um desequilibrio entre a
producdo de radicais livres e as defesas antioxidantes. Nés aplicamos o
modelo animal de fenilcetondria, amplamente utilizado, baseado na
administracdo de L-fenilalanina mais a-metil-DL-fenilalanina, um inibidor
da fenilalanina hidroxilase (Greengard et al., 1976; Delvalle et al.,
1978; Wyse et al., 1994; Wyse et al., 1999). Este andlogo da
fenilalanina foi testado em muitos pardametros neuroquimicos e
considerado um agente ndo toéxico (Delvalle et al., 1978). Nossos
resultados estdo de acordo com estas constatacdes, visto que néds
observamos que a a-metil-DL-fenilalanina nao modificou a
guimiluminescéncia e o TRAP in vitro na concentragdo de 5 mM.
Portanto, as alteracdes verificadas nos parametros de estresse oxidativo
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no modelo animal de fenilcetonidria sdo, provaveimente, devidas ao
aumento da concentragdo de L-fenilalanina no tecido nervoso.

A atividade da CAT foi significativamente inibida pela L-
fenilalanina in vitro e in vivo no modeio cronico de fenilcetondria, porém
no modeio agudo de fenilcetonltria ndo constatamos inibicdo desta
enzima. A L-fenilalanina também inibiu a atividade da GSH-Px in vivo,
mas a atividade da SOD nao sofreu inibigdo.

Conforme nossos resultados, podemos supor que houve uma alta
producdo de H,0,. O H,0, é produzido na mitocéndria e, cerca de 71%
dessa espécie ativa de oxigénio, em condigdes normais, é metabolizada
pela CAT, enquanto que 19% sdo metabolizadas pela GSH-Px juntamente
com 4% do HO® formado. Dessa forma sugere-se que, com a inibicdo da
CAT, aumente também a formacgdo do HO®, contribuindo ainda mais para
os danos celulares (Gsell et al., 1995).

A inibicdo da atividade da CAT pela L-fenilalanina pode ser devida
a uma interagdo direta do aminoacido com a enzima ja que a L-
fenilalanina produz uma rapida e potente inibicdo da CAT in vitro. Por
outro lado, wuma ac¢do indireta da L-fenilalanina pode ocorrer,
especialmente nos estudos in vivo, como por exemplo a inibicdo da
sintese da enzima, ja que apenas no modelo crénico houve diminuicdo
da atividade da CAT. Trabalhos anteriores mostraram que a L-
fenilalanina compromete o metabolismo energético cerebral (Rodrigues
et al., 1990), o que pode Ilevar a excitotoxicidade e ao aumento do
cdlcio (Ca?*) intracelular. A 6xido nitrico sintase é estimulada por Ca?*
produzindo NO®, um conhecido inibidor da CAT (Brown, 1995; Dawson &
Dawson, 1996a ; Dawson & Dawson, 1996b).

O NO" inibe a atividade da CAT, provavelmente por competicdo com
o H,0O, (Brown,1995).

A atividade da GSH-Px mostrou-se reduzida in vivo mas nado foi
inibida in vitro pela L-fenilalanina, o que indica um efeito indireto do
aminoacido na atividade da enzima, dependendo de um fator ndo
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efetivamente presente no homogeneizado de cérebro utilizado para os
experimentos in vitro. Uma possibilidade pode ser a acdao da L-
fenilalanina no turnover da enzima afetando os processos de sintese
e/ou degradacdo da GSH-Px. Também podemos supor que os metabdlitos
da L-fenilalanina produzidos apenas in vivo possam ser responsaveis por
esta inibicdo. A producdo de NO°® aumentada em situacbes de déficit
energético e excitotoxicidade ja citadas, também pode ser responsavel

por esta inibicdo.

O NO® reage com outros radicais tais como O, e radicais derivados
de lipidios, formando o ONOO*. Entre os alvos bioldgicos que podem
reagir diretamente com o ONOO® estdo as proteinas que contém heme,
tais como a hemoglobina, a CAT, a mieloperoxidase e a GSH-Px
(Squadrito & Pryor, 1998).

Tem sido demonstrado que 0s niveis séricos de fenilalanina podem
alcancar de 1 a 3 mM em pacientes fenilcetoniricos (Novotny Jr, 1995) e
nos modelos animais de fenilcetonlria (Greengard & Wolfe, 1987).
Medidas de ressondncia nuclear magnética in vivo, em pacientes
fenilcetondricos, demonstraram que o conteldo de fenilalanina cerebral
pode c¢hegar a 0,8 mmol/g (Novotny Jr, 1995). Portanto, as
concentracbes de L-fenilalanina em que os efeitos foram observados
neste estudo sdo semelhantes aquelas observadas nos pacientes

fenilcetondricos.

Estudos anteriores relataram parametros aumentados de
lipoperoxidacdo no plasma e reduzida atividade da GSH-Px em plasma e
eritrocitos de pacientes com fenilcetonuria (Wilke et al., 1992). Nossos
resultados indicam que a L-fenilalanina estimula o estresse oxidativo no
cérebro de ratos in vivo e in vitro. Nés ndo podemos excluir que os
metabolitos da fenilalanina também possam ser responsaveis pelos
efeitos encontrados, o que serd investigado posteriormente.
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Se estes efeitos também ocorrem em pacientes fenilcetondricos, é
possivel que eles estejam envolvidos nos mecanismos responsaveis peio
dano cerebral desta doenca. Portanto, poderd ser interessante testar
uma terapia antioxidante na fenilcetonduria.
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V. CONCLUSOES



Este trabalho possibilitou, as seguintes conclusdes:
1 - In vivo - Modelo animal de fenilcetonduria

1.1 - Modelo Agudo

Em animais submetidos ao modelo agudo de fenilcetonuria
verificou-se o aumento da quimiluminescéncia, a reducgdo do
TRAP e da atividade da GSH-Px em cérebro de ratos
identificando um aumento do estresse oxidativo. As atividades
das enzimas CAT e SOD ndo apresentaram alteracdes.

1.2 - Modelo Crénico

Em animais submetidos ao modelo cronico de fenilcetoniria
observou-se o aumento da quimiluminescéncia, reducdo do TRAP e
das atividades das enzimas CAT e GSH-Px também identificando
um aumento do estresse oxidativo. A atividade da enzima SOD

ndo demonstrou alteracao.

2 - In vitro

A L-fenilalanina aumentou a quimiluminescéncia, reduziu o
TRAP e inibiu significativamente a atividade da enzima CAT, mas
ndo alterou as atividades das enzimas GSH-Px e SOD.

Os resultados indicam que o estresse oxidativo pode estar
envolvido na neuropatologia da fenilcetontdria. No entanto, posteriores
investigacbes sdo necessdrias para confirmar e estender nossas
constatagcbes a condigdo humana e também determinar se uma
terapia antioxidante pode beneficiar estes pacientes.
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