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Introdugdo

A fenilcetonuria (do inglés, “Phenylketonuria” - PKU) é um erro inato do
metabolismo da fenilalanina (FAL), bioquimicamente caracterizado pelo acimulo
da FAL e de seus metabdlitos nos tecidos e nos liquidos bioldgicos dos pacientes
afetados. O tratamento para a doenga consiste em uma dieta restrita em proteinas,
suplementada com uma mistura que contém aminodcidos  essenciais e
micronutrientes.

O estresse oxidativo é o desequilibrio entre a produgdo de espécies reativas
e as defesas antioxidantes, podendo levar a danos celulares. Em estudos
anteriores, foi demonstrado em pacientes PKU evidéncias de dano oxidativo a
lipideos e proteinas.

Objetivo
Investigar o efeito in vivo e in vitro da FAL sobre o dano ao DNA, medido
através do ensaio cometa.

Materiais e Métodos
Estudos in vitro

Amostras de sangue venoso total de um individuo saudavel em triplicata
foram pré-tratados com diferentes concentragdes de FAL (100, 250, 500, 1000 e
2500 umol/L). Estas concentragbes de FAL sdo semelhantes as encontradas no
sangue de pacientes com PKU que podem variar de 100 umol/L em pacientes
tratados a mais de 2500 umol/L no momento do diagndstico.
Estudos in vivo

Foram avaliados 18 pacientes com PKU cldssica submetidos ao tratamento
de restricdo protéica e suplementagdo com uma mistura de aminoacidos
enriquecida com vitaminas e minerais. Esses pacientes foram divididos em dois
grupos de acordo com sua média anual de niveis sanguineos FAL. O grupo controle
consistiu de 17 individuos saudaveis.

Grupo n Adesdo ao tratamento Niveis de FAL
1 8 boa 396,4 = 151.6 umol/L
24 10 ruim 848,8 = 150.8 umol/L

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, RS, Brasil. Todos os pais dos pacientes incluidos no
presente estudo assinaram termo de consentimento livre e esclarecido.

Metodologia:
Determinagdo dos niveis sanguineos de FAL: Medidos
espectrofluorimetricamente, com base no método de McCaman e Robins (1962).
Ensaio cometa: Realizado conforme descrito por Singh et al (1988), com
algumas modiicagdes.
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Fig. 1.Efeito in vitro da fenilalanina sobre o dano ao DNA (ensaio cometa) em leucdcitos do sangue total. Dados
representam média + D.P. de 3 experimentos independentes (individuos). (a) p <0,01 comparado ao grupo com 100
umol/L de FAL; (b) p <0,01 comparado ao grupo com 250 pmol/L; (c) p <0,01 em comparagio com o grupo com 500
umol/L de FAL (Kruskal-Wallis seguido pelo teste U de Mann-Whitney).
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Tabela 2
Idade e valores individuais de DI e de nimero de células encontradas em cada classe de dano no grupo controle

Individuo controle Idade (anos) DI Classe de dano

Q EN 2 4
1 15 13 50 7 3 0 0
2 20 3 93 3 2 9 Q
2 21 11 52 2 3 9 Q
4 1 El 83 & i 9 Q
3 1 1 93 FA ] 9 Q
& & 18 &7 & 2 2 2
i 15 17 88 7 5 [ 9
8 12 18 &84 14 2 0 i}
E} 12 10 50 10 0 0 0
10 18 13 B9 g 2 Q Q
11 11 17 B3 17 Q o Q
12 & § 93 & 1 9 Q
13 5 17 83 17 [ 9 9
14 & 13 51 2 4 9 Q
15 s 18 g8 & o Q
1 4 7 93 FA ] 9 Q
17 5 12 &9 10 1 0 o
H 1519 145 35 9 9

DI: indice de dano

Tabela 1
Idade, niveis de FAL e valores individuais de DI e de nimero de células encontradas em cada classe de dano no grupo com PK

c

Pacientecom PKU  Média de niveisde FAL  Idade (anos) DI Classe de dano
Q EX 2 EX 4
1 5740 10 a1 67 26 6 1 Q
2 4411 10 50 59 34 5 2 Q
3 4108 12 48 61 30 El Q Q
4 1003.0 15 68 65 10 18 £ 1
5 507.6 15 56 57 33 7 3 Q
[ 7123 18 69 50 36 g 5 Q
7 664.5 7 92 43 32 17 7z 1
B, 9426 11 65 57 27 10 £ Q
g 1087.6 1 48 70 17 8 5 Q
10 688.8 15 62 67 12 14 £ 1
11 199.4 1 51 68 20 [ 5 1
12 864.0 25 57 65 19 11 4 1
13 2779 13 42 74 16 5 4 1
14 555.9 10 38 75 15 7 3 Q
15 7492 24 65 62 20 11 5 2
16 779.2 25 80 43 40 11 & Q
17 997.0 18 76 48 35 11 5 1
18 205.4 3 33 79 13 5 2 1
b1 1110 435 170 75 10
DI: indice de dano
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Fig.2. Danos ao DNA (ensaio cometa) de leucdcitos do sangue periférico de dois grupos de pacientes com PKU, um
com FAL < 600 mol/L (n = 8) e outro com FAL > 600 umol/L (n = 10) e controles (n = 17). Dados representam
média + D.P. (a) p <0,0001 em comparag3o ao controle, (b) p <0,001 em comparago com o grupo com FAL < 600
umol/L de FAL (Kruskal-Wallis seguido pelo teste U de Mann-Whitney).

Discussdo e Conclusao

Nos ultimos anos, vem sendo demonstrado o papel do estresse oxidativo
na patogénese da PKU, mostrando a ocorréncia de dano oxidativo a lipidios e
proteinas (Sirtori et al 2005; Sitta et al 2006; Sitta et al 2009).

Neste trabalho foi demonstrado dano ao DNA em leucdcitos de pacientes
PKU e também em leucécitos de individuos saudaveis incubados com FAL,
possivelmente causado por um processo oxidativo. Os achados in vivo e in vitro
neste estudo indicam que o dano ao DNA ocorre em pacientes fenilcetondricos,
provavelmente contribuindo com os sintomas neuroldgicos que acontecem na
doenga e que este processo esta relacionado aos niveis sanguineos de FAL.




