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RESUMO 
 

A fenilcetonúria (PKU) é um erro inato do metabolismo de herança 

autossômica recessiva caracterizado bioquimicamente pelo acúmulo do 
aminoácido fenilalanina (Phe) em tecidos e líquidos biológicos de 

pacientes. A PKU é causada pela deficiência da atividade da enzima 
fenilalanina hidroxilase, que catalisa a hidroxilação de Phe à tirosina. A 
prevalência dessa doença é estimada em 1:10.000 nascidos vivos e suas 

principais manifestações clínicas são neurológicas, incluindo deficiência 
intelectual, convulsão, microcefalia, desmielinização e alterações 
comportamentais. Até o presente momento, os mecanismos 

fisiopatológicos do dano cerebral encontrado em pacientes acometidos 
pela PKU não estão completamente estabelecidos. Nesse cenário, o 
objetivo do presente estudo foi investigar os níveis plasmáticos de 

marcadores de neurodegeneração em pacientes fenilcetonúricos. Para 
tanto, amostras de sangue periférico de 14 indivíduos saudáveis (grupo 

controle) e 24 indivíduos diagnosticados com PKU sob dieta terapêutica 
(restrição da ingestão de Phe e suplementação de aminoácidos 
essenciais) pareados por idade e gênero foram coletadas e processadas 

para obtenção de plasma. Foram avaliados os níveis plasmáticos de Phe, 
do fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF), de catepsina D, de 
mieloperoxidase (MPO), do inibidor do ativador de plasminogênio 

tecidual-1 (PAI-1), dos fatores de crescimento derivados de plaquetas 
dos tipos AA (PDGF-AA) e AB/BB (PDGF-AB/BB), da quimiocina 

regulada sob ativação e secreção de células T (RANTES) e das 
moléculas de adesão celular neuronal (NCAM), intracelular-1 (ICAM-1) 
e vascular-1 (VCAM-1). Entre os pacientes com PKU, dois 

apresentavam microcefalia, quatro apresentavam déficit no 
desenvolvimento neuropsicomotor e dois apresentavam distúrbio 
comportamental. Observou-se que os pacientes fenilcetonúricos, mesmo 

sob tratamento, apresentavam níveis plasmáticos de Phe aumentados 
quando comparados aos indivíduos do grupo controle. Por outro lado, 

níveis significativamente reduzidos de BDNF, neurotrofina importante 
para plasticidade sináptica, sobrevivência celular e processos de 
memória e aprendizagem, foram observados em plasma de pacientes. 

Adicionalmente, as concentrações de PDGF-AA e PDGF-AB/BB, 
fatores de crescimento importantes para a oligodendrogênese e, 
consequentemente, para a mielinização, também encontraram-se 

diminuídas no grupo de pacientes em comparação aos indivíduos 
saudáveis. Não foi observada nenhuma diferença estatisticamente 



 

significativa entre os grupos nos níveis plasmáticos de catepsina D, 

MPO, PAI-1, RANTES, NCAM, ICAM-1 e VCAM-1. Tomados em 
conjunto, os resultados apresentados neste trabalho sugerem que 

alterações na sobrevivência e plasticidade neuronal e prejuízo na 
oligodendrogênese possam estar envolvidos no dano cognitivo e na 
hipomielinização apresentados por pacientes acometidos pela PKU. 

 

 
Palavras-chave: fatores de crescimento derivados de plaquetas; fator 

neurotrófico derivado do cérebro; fenilalanina; fenilcetonúria; 
neurodegeneração; oligodendrogênese. 

 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

High concentrations of phenylalanine (Phe) in tissue and body fluids of 

patients are the hallmark of phenylketonuria (PKU), an autosomal 
recessive inborn error of metabolism. PKU occurs due to phenylalanine 

hydroxylase activity deficiency, which catalyses Phe hydroxylation to 
Tyr. PKU global prevalence is estimated in 1:10,000 newborns and the 
main clinical characteristics are neurological, including intellectual 

disability, seizures, microcephaly, demyelination and behavioral 
alterations. Until the present moment, the pathophysiology of brain 
damage found in PKU patients is poorly understood. Therefore, the aim 

of this study was to evaluate the levels of neurodegeneration markers in 
plasma of PKU patients. Peripheral blood of 14 healthy individuals 
(control group) and 24 phenylketonuric patients under diet treatment 

(restricted Phe intake and aminoacid supplementation) matched by age 
and sex were collected and processed for plasma obtaining. It was 

evaluated the levels of Phe, brain-derived neurotrophic factor (BDNF), 
cathepsin D, myeloperoxidase (MPO), plasminogen activator inhibitor-1 
(PAI-1), platelet-derived growth factor types AA and AB/BB (PDGF-

AA and PDGF-AB/BB), regulated upon activation normal T cells 
expressed and secreted (RANTES), neural cell adhesion molecule 
(NCAM), intracellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), and vascular cell 

adhesion molecule-1 (VCAM-1). Among patients affected by PKU, two 
presented microcephaly, four presented neuropsychomotor impairment 

and two presented behavioral alterations. It was observed that PKU 
patients, even under treatment, presented elevated plasma level of Phe 
when compared to control group. On the other hand, significantly 

reduced levels of BDNF, an important neurotrophin in synaptic 
plasticity, cell survival and memory and learning processes, were found 
in patients plasma. Additionally, plasma levels of PDGF-AA and 

PDGF-AB/BB, important growth factors in oligodendrogenesis and, 
consequently, in myelination, were also found decreased in patients 

group when compared with healthy individuals. It was not observed 
statistically significant difference between groups in cathepsin D, MPO, 
PAI-1, RANTES, NCAM, ICAM-1 and VCAM-1 plasma levels. Taken 

together, the present results suggest that alterations in neuronal plasticity 
and survival, and impairment in oligodendrogenesis might be related 
with the cognitive damage and hypomyelination found in PKU patients.  

 
 



 

Key words: brain-derived neurotrophic factor; neurodegeneration; 

oligodendrogenesis; phenylalanine; phenylketonuria; platelet-derived 
growth factor. 
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1 INTRODUÇÃO  

 
1.1 FENILCETONÚRIA 

 
 Altas concentrações de fenilalanina (Phe) são observadas em 
líquidos e tecidos biológicos de pacientes acometidos pela fenilcetonúria 

(PKU; OMIM 261600), um erro inato do metabolismo de herança 
mendeliana com padrão autossômico recessivo. Os primeiros relatos 
dessa doença foram feitos pelo médico norueguês Asbjørn Følling no 

ano de 1934, que observou elevadas quantidades de ácido fenilpirúvico, 
um metabólito da Phe, na urina de duas crianças que apresentavam 

deficiência intelectual, problemas motores e anormalidades na pele 
(Fölling, 1934; Christ, 2003). Essa aminoacidopatia é caracterizada 
bioquimicamente pela hiperfenilalaninemia (HPA), resultado da 

inabilidade de metabolização da Phe, que ocorre devido à deficiência ou 
ausência da enzima hepática fenilalanina hidroxilase (PAH; EC 
1.14.16.1) ou de seu cofator, a tetraidrobiopterina (BH4), que catalisam a 

hidroxilação de Phe a tirosina (Figura 1). Devido à deficiência dessa 
reação enzimática, há diminuição dos níveis de tirosina nos líquidos 

biológicos e tecidos dos pacientes (Scriver et al., 2001).  

 
Figura 1 – Metabolismo da fenilalanina. Fisiologicamente, a fenilalanina é 

hidroxilada à tirosina através da ação da enzima hepática fenilalanina 
hidroxilase, com o auxílio do cofator BH4. A deficiência parcial ou total da 

atividade desta enzima leva ao acúmulo de fenilalanina e de seus metabólitos 
secundários fenilpiruvato, fenilacetato e fenilactato em tecidos e líquidos 

biológicos de pacientes acometidos pela PKU. Abreviações: BH2 - di-

hidrobiopterina; BH4 - tetraidrobiopterina; PKU - fenilcetonúria. Fonte: 
modificado de Nelson e Cox, 2014. 
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 O gene PAH, que codifica a enzima de mesmo nome, está 

localizado no braço longo do cromossomo 12, na posição 23.2 (Genetics 
Home Reference, 2016). Até o momento, mais de 950 polimorfismos 

foram identificados neste gene, ocasionando deficiência parcial ou total 
de atividade enzimática, sendo que atividades residuais menores do que 
1% caracterizam a forma mais grave e mais frequente de PKU (Blau, 

2016). 
 Apesar de ser considerada uma doença rara, a PKU é um dos 
erros inatos do metabolismo mais frequentes e possui uma prevalência 

média global estimada em um caso para cada 10.000 nascidos vivos 
(Mitchell et al., 2011; Saudubray et al., 2012). No Brasil, um estudo 

realizado em 2001 demonstrou uma prevalência de 1:15.839 recém-
nascidos (Carvalho, 2003).  

1.1.1 Manifestações clínicas 

 
 Os pacientes fenilcetonúricos são normais ao nascimento. O 
atraso no desenvolvimento, primeiro sinal evidente, pode aparecer até o 

primeiro ano de idade e progride para deficiência intelectual grave 
(quociente de inteligência - QI ≤ 50) (Saudubray et al., 2012). 

Adicionalmente, os pacientes podem apresentar convulsões, 
microcefalia, ataxia e déficit no desenvolvimento motor (Blau et al., 
2010), além de sintomas psiquiátricos, neurocognitivos e alterações 

comportamentais durante a infância e a vida adulta (Bilder et al., 2013). 
Crianças com PKU tratadas precocemente mostram uma alta incidência 
de ansiedade, depressão, isolamento social e hiperatividade (Smith et al., 

1988; Burgard et al., 1994; Weglage et al., 2000; Channon et al., 2004), 
enquanto adultos geralmente desenvolvem ansiedade, fobia, 
obsessão/compulsão, depressão, paranoia e recusa alimentar (Waisbren 

e Levy, 1991; Burgard et al., 1994; Pietz et al., 1997; Ris et al., 1997; 
Antisdel e Chrisler, 2000; Koch et al., 2002). Além disso, o prejuízo da 

função executora e do processamento rápido vem sendo relacionado 
com os altos níveis de Phe em crianças e adultos fenilcetonúricos (Ris et 
al., 1994; Arniold et al., 1998; Christ et al., 2006; Anderson et al., 

2007). 
 Outros achados incluem hipomielinização devido ao prejuízo da 
substância branca periventricular em cérebro de pacientes 

fenilcetonúricos, que pode se extender para as regiões subcortical e 
frontal nos casos mais graves (Anderson e Leuzzi, 2010), e 

despigmentação dos cabelos, olhos e pele devido à diminuição na 
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síntese de melanina, metabólito sintetizado a partir de tirosina (Blau et 

al., 2010). 
 

1.1.2 Diagnóstico 
 
 No Brasil, o diagnóstico de PKU é realizado por meio de 

triagem neonatal básica obrigatória, conhecida como “teste do pezinho”, 
disponibilizada pelo Sistema Único de Saúde em todos os estados 
brasileiros (BRASIL, 2001). A coleta de sangue deve ser realizada entre 

o 2
o
 e o 5° dia após o nascimento, com exposição prévia da criança ao 

leite materno. Recém-nascidos com nível plasmático elevado de Phe 

devem ser encaminhados para avaliação diagnóstica, conforme 
recomendado pelo Programa Nacional de Triagem Neonatal do 
Ministério da Saúde (Ministério da Saúde, 2013).  

 Os métodos laboratoriais preconizados para identificação de 
níveis de Phe em amostras de plasma, soro ou urina são espectrometria 
de massa em tandem, cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), 

cromatografia gasosa e ensaios fluorimétricos (Blau et al., 2011). O 
resultado positivo de rastreamento para PKU ocorre quando o nível 

plasmático de Phe estiver acima do ponto de corte (2 mg/dL) e deve ser 
confirmado por uma segunda análise quantitativa dos níveis dos 
aminoácidos Phe e tirosina. Além disso, deve-se avaliar a excreção 

urinária dos metabólitos fenilpiruvato, fenilactato e fenilacetato 
(Burgard et al., 2009). Embora a análise molecular para identificação 
dos polimorfismos da PAH não seja obrigatória para o diagnóstico, pode 

auxiliar na detecção de heterozigotos, diagnóstico pré-natal e 
aconselhamento genético, bem como no acompanhamento e prognóstico 
da doença (Ministério da Saúde, 2013; Blau et al., 2014).  

 

1.1.3 Tratamento 

 
 A estratégia terapêutica preconizada para os pacientes com 
PKU é a restrição dietética de Phe, que deve ser iniciada imediatamente 

após o diagnóstico e mantida durante toda a vida do paciente (Feillet e 
Agostoni, 2010). O tratamento é realizado através da redução do 
consumo de alimentos proteicos e suplementação de fórmula especial 

que contenha uma mistura de aminoácidos, vitaminas, minerais e baixo 
teor de Phe, visto que esta não pode ser excluída da dieta por ser um 

aminoácido essencial. O tratamento dietético é monitorado pela 
frequente avaliação dos níveis plasmáticos e urinários de Phe e deve ser 
implementado de forma individual, respeitando-se a tolerância à Phe e a 



22 

 

atividade residual da enzima em cada paciente (Poustie e Wildgoose, 

2010; Casey, 2013).  
 Apesar de auxiliar na prevenção do prejuízo no 

desenvolvimento cognitivo em pacientes fenilcetonúricos, o manejo da 
dieta é difícil. A não adesão ao tratamento, principalmente devido à 
desagradável palatabilidade da fórmula, é comum especialmente em 

pacientes adolescentes e pode resultar em dano ao sistema nervoso 
central (SNC) (MacLeod e Ney, 2010; MacDonald et al., 2012). Em 
alguns casos, é realizada a suplementação de aminoácidos longos de 

cadeia neutra (ALCN) e/ou de tetraidrobiopterina (BH4) como 
adjuvantes à dieta (Strisciuglio e Concolino, 2014).  

 

1.1.4 Fisiopatologia 

 

 Apesar de a Phe se acumular sistemicamente, os principais 
sinais e sintomas apresentados pelos pacientes fenilcetonúricos são 
neurológicos (Weglage et al., 1995), cujos mecanismos moleculares não 

estão completamente estabelecidos. Entretanto, a neurotoxicidade da 
Phe e de seus metabólitos secundários parece ser um fator primordial, 

desencadeando significativas alterações metabólicas e neuroquímicas 
(Schuck et al., 2015). 
 Nesse sentido, o transportador de ALCN tem como função 

transportar, além da Phe, outros aminoácidos através da barreira 
hematoencefálica (BHE), tais como tirosina, triptofano, leucina, 
isoleucina e valina (Pardridge, 1998). O acúmulo de Phe nos tecidos dos 

pacientes com PKU ocasiona um aumento do aporte cerebral de Phe 
concomitantemente com uma diminuição dos níveis cerebrais de outros 
ALCN indispensáveis para a síntese proteica ou precursores de 

neurotransmissores (van Spronsen et al., 2009; Gentile et al., 2010; 
Imperlini et al., 2014). Estudos demonstraram que o aumento das 

concentrações plasmáticas de Phe é diretamente proporcional à 
deficiência da síntese de neurotransmissores como dopamina, 
noradrenalina, serotonina e melatonina em pacientes (McKean, 1972; 

Butler et al., 1981; Güttler e Lou, 1986; Lykkelund et al., 1988; 
Antoshechkin et al., 1991; Burlina et al., 2000) e em modelos animais 
de PKU (Puglisi-Allegra et al., 2000; Pascucci et al., 2002), onde os 

autores relatam que tal fato poderia colaborar para o déficit cognitivo 
apresentado por pacientes fenilcetonúricos.  

 Adicionalmente, alterações do metabolismo de proteínas e 
lipídeos também estariam relacionadas à hipomielinização apesentada 
por pacientes acometidos por PKU sem tratamento adequado (Clearly et 
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al., 1994; Dyer, 1999). Estudos anteriores mostram que altas 

concentrações de Phe inibem a produção da proteína básica de mielina e 
alteram a atividade das enzimas cerebrosídeo sulfotransferase (CST; 

EC 2.8.2.11), 2’3’-nucleotídeo cíclico 3’-fosfodiesterase (CNPase; EC 
3.1.4.37) e ATP-sulfurilase (EC 2.7.7.4), que são reguladoras da 
mielinogênese (Alejandre et al., 1984; Burri et al., 1990a,b; Hommes, 

1991; Reynolds et al., 1992). Além disso, foram encontradas alterações 
nos processos de elongação e dessaturação de ácidos graxos, 
especialmente de esfingomielina e hidroxicerebrosídeo (componentes da 

mielina), em cérebro de ratos submetidos a um modelo experimental de 
HPA (Huether et al., 1986). Outros estudos também relataram a inibição 

das enzimas 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) redutase 
(EC 1.1.1.34) e mevalonato-5-pirofosfato descarboxilase (EC 4.1.1.33), 
envolvidas na biossíntese do colesterol, em cérebro de animais expostos 

a altas concentrações de Phe (Castillo et al., 1988; Shefer et al., 2000). 
Nesse contexto, alguns estudos sugerem que a hipomielinização pode 
estar envolvida no prejuízo cognitivo apresentado por pacientes 

fenilcetonúricos (Surtees e Blau, 2000; van Spronsen et al., 2009; 
Anderson e Leuzzi, 2010). 

 Alterações metabólicas adicionais incluem prejuízo na 
homeostase energética em amostras cerebrais de modelos animais de 
HPA e amostras sanguíneas de pacientes com PKU. Nesse contexto, 

altas concentrações de Phe causam inibição da atividade do complexo I-
III da cadeia transportadora de elétrons, das enzimas succinato 
desidrogenase (SDH; EC 1.3.5.1), creatina cinase (CK; EC 2.7.3.2) e 

piruvato cinase (PK; EC 2.7.1.40) em córtex cerebral de animais 
submetidos a um modelo experimental de HPA (Feksa et al., 2002; Rech 
et al., 2002; Costabeber et al., 2003). Adicionalmente, Bortoluzzi et al. 

(2014) demonstraram que a suplementação de piruvato e creatina em 
ratas expostas à HPA durante a gestação e lactação preveniu a inibição 

das enzimas CK citosólica e mitocondrial, bem como a inibição da 
adenilato cinase (AK; EC 2.7.4.3) encontrada no cérebro da prole com 
21 dias de vida. Além disso, os níveis de ubiquinona 10 (coenzima 

Q10), molécula importante na transferência de elétrons na mitocôndria, 
foram diminuídos em sangue de pacientes fenilcetonúricos (Artuch et 
al., 1999), sendo correlacionados negativamente com a concentração 

plasmática de Phe (Artuch et al., 2001). 
 A participação do estresse oxidativo na fisiopatologia do dano 

cerebral apresentado por pacientes fenilcetonúricos tem sido 
extensamente descrita. O tecido cerebral é particularmente sensível ao 
ataque de espécies reativas (ER) devido a fatores como alta demanda de 

http://www.brenda-enzymes.org/enzyme.php?ecno=3.1.4.37
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oxigênio, alta concentração de íons ferro, níveis diminuídos de defesas 

antioxidantes em comparação a outros tecidos e o metabolismo da 
dopamina, que libera ER (Halliwell e Gutteridge, 2015). Estudos 

prévios demonstraram o aumento de dano oxidativo a biomoléculas em 
amostras de pacientes fenilcetonúricos de maneira dependente da 
concentração de Phe. Schulpis et al. (2005a) e Sitta et al. (2009a) 

compararam marcadores de dano ao DNA em sangue periférico de 
pacientes com PKU que aderiam e que não aderiam adequadamente à 
dieta terapêutica. Esses autores observaram que os níveis de 8-hidroxi-2-

deoxiguanosina (8OHdG), marcador específico de dano oxidativo a 
ácidos nucleicos, e que o índice de dano ao ácido desoxirribonucleico 

(DNA), medido através do teste cometa, eram maiores nos indivíduos 
que apresentavam níveis mais elevados de Phe. Resultados semelhantes 
foram observados no estado e na reatividade antioxidante total do tecido 

de pacientes fenilcetonúricos (Schulpis et al., 2005a; Sitta et al., 2009b).  
 Além disso, os níveis de substâncias reativas ao ácido 
tiobarbitúrico (TBA-RS), indicadores de lipoperoxidação, e o conteúdo 

de grupos sulfidrila e carbonila, marcadores de dano oxidativo a 
proteínas, encontraram-se alterados em plasma de pacientes 

fenilcetonúricos diagnosticados tardiamente, quando comparados a 
pacientes diagnosticados precocemente e indivíduos não 
fenilcetonúricos (Sitta et al., 2009c). Diversos autores também 

demonstraram uma diminuição dos níveis de glutationa reduzida (GSH) 
e da atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx; EC 1.11.1.9) em 
eritrócitos de indivíduos com PKU (Sirtori et al., 2005; Sitta et al., 2006; 

Sitta et al., 2009c), bem como aumento das atividades da catalase (CAT; 
EC 1.11.1.6) e da superóxido dismutase (SOD; EC 1.15.1.1) (Sanayama 
et al., 2011), o que demonstra alteração no sistema antioxidante não 

enzimático e enzimático em pacientes com PKU. 
 Recentemente, Deon et al. (2015) observaram níveis elevados 

de citocinas de caráter pró-inflamatório, tais como interleucina-1 beta 
(IL-1β), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) 
em plasma de indivíduos fenilcetonúricos. Resultados semelhantes 

foram encontrados em animais nocaute para o gene PAH, que 
apresentaram aumento na concentração plasmática de IL-1β e de 
interferon-gama (IFN-γ) (Solverson et al., 2012).  

 Sob o aspecto neuroquímico, estudos anteriores demonstraram 
que a alta concentração de Phe em cultura primária de neurônios levou à 

diminuição dos níveis do fator neurotrófico derivado do cérebro 
(BDNF), o que contribuiu para morte neuronal através da ativação de 
vias de sinalização apoptóticas, e prejuízo na maturação de neuritos 

http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ec:1.11.1.6
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ec:1.15.1.1
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(Zhang et al., 2007; Li et al., 2010; Zhang et al., 2010). Schulpis et al. 

(2004) investigaram os níveis da proteína S100β, indicadora de dano ao 
SNC, em soro de pacientes com PKU que aderiram ou não à dieta. Os 

resultados obtidos indicaram uma correlação positiva entre a 
concentração sérica de Phe, os níveis de S100β e as lesões cerebrais nos 
pacientes que não aderiram à dieta terapêutica, demonstrando a 

importância da implementação correta do tratamento. Além disso, a 
atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) (EC 3.1.1.7), envolvida 
na transmissão colinérgica e que exerce papel fundamental em funções 

cognitivas como percepção, aprendizagem e memória (Yu e Dayan, 
2002), foi inibida em eritrócitos de pacientes fenilcetonúricos que não 

aderiram à dieta, quando comparados àqueles que faziam a adesão 
dietética e a indivíduos controle (Tsakiris et al., 2002). Adicionalmente, 
Bedin et al. (2001) observaram diminuição da atividade da enzima 

Na
+
,K

+
-ATPase (EC 3.6.1.3), responsável pelo transporte ativo de íons 

Na
+
 e K

+
 através da membrana celular e essencial para a manutenção do 

gradiente iônico, em eritrócitos de pacientes fenilcetonúricos 

comparados com indivíduos saudáveis. Acredita-se que estes achados 
podem refletir um passo importante na neurodegeneração que leva ao 

dano cognitivo apresentado por pacientes com PKU. 
 As alterações metabólicas anteriormente citadas e envolvidas na 
fisiopatologia do dano cerebral encontrado em pacientes 

fenilcetonúricos estão ilustradas na figura 2. 
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Figura 2 – Alterações metabólicas envolvidas na fisiopatologia do dano 

cerebral encontrado em pacientes fenilcetonúricos. Altas concentrações de 

Phe ocasionam um aumento do aporte cerebral de Phe concomitantemente com 
uma diminuição dos níveis cerebrais de outros ALCN, devido à competição que 

exercem pelo mesmo transportador na BHE. A baixa concentração de ALCN no 

SNC leva à diminuição da síntese proteica e da produção de neurotransmissores. 
A alta concentração de Phe no SNC, por sua vez, acarreta o aumento de 

citocinas pró-inflamatórias e da proteína S100β, além de diminuição de BDNF e 
de proteínas essenciais para a mielinização. Adicionalmente, o acúmulo de Phe 

leva à alteração da homeostase energética, da biossíntese do colesterol, da 

manutenção do gradiente iônico e induz estresse oxidativo, que ocasiona dano à 
lipídeos, proteínas e DNA. 8OHdG - 8-hidroxi-2-deoxiguanosina; AK - 

adenilato cinase; ALCN - aminoácidos longos de cadeia neutra; BDNF - fator 

neurotrófico derivado do cérebro; BHE - barreira hematoencefálica; CAT - 
catalase; CK - creatina cinase; DNA - ácido desoxirribonucleico; ER - espécies 

reativas; GPx - glutationa peroxidase; GSH - glutationa reduzida; IFN-γ - 
interferon-gama; IL-1β - interleucina 1-beta; IL-6 - interleucina-6; MBP - 

proteína básica de mielina; Phe - fenilalanina; PK - piruvato cinase; SNC - 

sistema nervoso central; SOD - superóxido dismutase; TBA-RS - substâncias 
reativas ao ácido tiobarbitúrico; TNF-α - fator de necrose tumoral alfa; TrkB - 

receptor de tropomiosina cinase B. Fonte: autora. 
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 Visto que os principais sintomas apresentados por pacientes 

com PKU são neurológicos, e que a fisiopatogenia desses sintomas não 
está completamente elucidada, faz-se necessária a investigação de 

parâmetros de neurodegeneração em amostras de indivíduos acometidos 
por esta doença. Assim, acredita-se que o melhor entendimento dos 
mecanismos fisiopatológicos da PKU pode ser de grande valia no intuito 

de colaborar para o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas e 
melhora da qualidade de vida dos pacientes fenilcetonúricos. 

 

1.2 NEURODEGENERAÇÃO 
 

 A perda e a disfunção progressiva de neurônios no SNC 
caracterizam o processo de neurodegeneração (Bredesen et al., 2006). 
Alguns mecanismos propostos para o desenvolvimento do fenômeno 

neurodegenerativo incluem processos inflamatórios crônicos (Amor et 
al., 2010), ativação de vias apoptóticas (Mattson, 2000; Okouchi et al., 
2007; Ghavami et al., 2014), estresse oxidativo (Andersen, 2004; Uttara 

et al., 2009; Gandhi e Abramov, 2012), excitotoxicidade (Salińska et al., 
2005; Dong et al., 2009), disfunção mitocondrial (Federico et al., 2012; 

Hroudová et al., 2014) e, recentemente, alterações em oligodendrócitos 
(Liu e Zhou, 2013). 

 

1.2.1 Moléculas envolvidas na neurodegeneração 

 
1.2.1.1 Proteínas envolvidas na morte/sobrevivência celular 

 
1.2.1.1.1 Fator neurotrófico derivado do cérebro 

 

 Purificado e identificado pela primeira vez em 1982, o BDNF 
foi a segunda neurotrofina a ser descoberta (Barde et al., 1982). O 

BDNF e seu receptor tropomiosina cinase B (TrkB) de alta afinidade 
representam a via de sinalização neurotrófica mais expressa no SNC 
(Friedman et al., 1991; Guthrie e Gall, 1991; Gall et al., 1992; Castren et 

al., 1995; Yan et al., 1997) e seu papel na aprendizagem e na memória 
está largamente estabelecido (Minichiello, 2009; Park e Poo, 2013). 
Além disso, durante o desenvolvimento e na fase adulta de humanos, o 

BDNF exerce papel essencial na sobrevivência, diferenciação e 
maturação de células neuronais, além de contribuir para a formação de 

sinapses e plasticidade sináptica (Huang e Reichardt, 2001; Carter et al., 
2002) (Figura 3). 
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 Estudos anteriores observaram diminuição nos níveis de BDNF 

em doenças neurodegenerativas, tais como as doenças de Parkinson, 
Alzheimer e Huntington (Siegel e Chauhan, 2000; Ciammola et al., 

2007; Zucatto e Cattaneo, 2009; Scalzo et al., 2010) e em erros inatos do 
metabolismo (Ferreira et al., 2011; Matté et al., 2009; Vairo et al., 
2015), incluindo a PKU (Zhang et al., 2007; Li et al., 2010; Zhang et al., 

2010).  
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Figura 3 – Via de sinalização do BDNF/TrkB. Ao se ligar ao domínio 

extracelular do receptor TrkB, o BDNF induz a dimerização e ativação do 
domínio intracelular tirosina cinase, resultando na autofosforilaçao dos resíduos 

de tirosina do receptor. Assim, ocorre a interação com proteínas adaptadoras e 

ativação de cascatas de sinalinzação intracelular, incluindo as vias Ras, 
PI3K/Akt e PLCγ. A fosforilação do resíduo tirosina 515 do receptor TrkB leva 

ao recrutamento da proteína adaptadora Shc, seguida do recrutamento de Grb2 e 

Sos, e ativação da via Ras (à direita). Shc-Grb2 também pode recrutar GAB1 e 
ativar a via PI3K/Akt (à esquerda). A fosforilação do resíduo tirosina 816 

resulta no recrutamento de PLCγ, que leva à formação de IP3 e regulação de 
Ca

+2 
intracelular, e DAG, que ativa CAMK e PKC (ao centro). As moléculas 

geradas nessas vias de sinalização induzem ativam CREB, dentro do núcleo e, 

assim, controlam diferentes aspectos da função celular, incluindo plasticidade 
sináptica, sobrevivência e crescimento e/ou diferenciação. Abreviações: Akt - 

proteína cinase B; BDNF - fator neurotrófio derivado do cérebro; CaMK - 

proteína cinase dependente de Ca
+2

/calmodulina; CREB - proteína ligante do 
elemento responsivo ao AMP cíclico; DAG - diacilglicerol; ERK - cinase 

reguladora de sinal extracelular; GAB-1 - ligante associado a Grb2 1; Grb2 - 
proteína ligada ao receptor de fator de crescimento 2; IP3 - trifosfato de inositol; 

MEK - cinase da proteína ativada por mitógeno cinase; PDK1 - proteína cinase 

dependente de 3-fosfoinositídeo 1; PI3K - fosfatidil inositol-3 cinase; PKC - 
proteína cinase C; PLCγ - fosfolipase C-gama; Raf - proteína de fibrossarcoma 

acelerado rapidamente Ras - proteína de sarcoma de rato; Shc - domínio de 

homologia sarcoma; Sos - proteína “filha” do gene sevenless; TrkB - receptor 
de tropomiosina cinase B. Fonte: modificado de Duman e Voleti, 2012. 
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1.2.1.1.2 Catepsina D 

 
 A catepsina D (EC 3.4.23.5) é uma endopeptidase aspártica 

lisossomal sintetizada no retículo endoplasmpático rugoso a partir da 
clivagem de pró-catepsina D (Hasilik  e Neufeld, 1980; Kornfeld, 1990). 
As funções fisiológicas dessa protease incluem a clivagem de proteínas 

e peptídeos estruturais e funcionais, incluindo a degradação metabólica 
de proteínas intracelulares (Bańkowska et al., 1997; Benes et al., 2008), 
a ativação e degradação de hormônios e fatores de crescimento 

polipeptídicos (Dunn et al., 1991; Authier et al., 1995; Takei et al., 
1997; Kudo et al., 1999; Piwnica et al., 2004), a ativação de precursores 

enzimáticos (Nishimura et al., 1988; Nishimura et al., 1989; van der 
Stappen et al., 1996), o processamento de ativadores e inibidores 
enzimáticos (Hiraiwa et al., 1997; Lenarcic et al., 1991; Pimenta et al., 

2000) e a regulação da morte celular por apoptose (Heinrich et al., 2004; 
Haendeler et al., 2005). Após a indução da apoptose, a permeabilização 
da membrana lisossomal resulta na liberação de catepsina D para o 

citosol, o que ocasiona disfunção mitocondrial e consequente morte 
celular (Chwieralski et al., 2006; Liaudet-Coopman et al., 2006). No 

citosol, a catepsina D faz a clivagem do agonista de morte do domínio 
de interação BH3 (Bid) em Bid truncado (tBid), que, posteriormente, 
induz a ativação da proteína X associada a Bcl-2 (Bax), molécula que se 

insere na membrana mitocondrial e induzir a abertura de poros de 
transição (Heinrich et al., 2004). A consequente liberação de citocromo 
c para o citoplasma ativa as caspases 3 e 9, induzindo apoptose 

(McIlwain et al., 2015). Alternativamente, a catepsina D pode ativar Bax 
independentemente da interação com Bid, resultando na liberação do 
fator indutor de apoptose (AIF) e consequente apoptose independente de 

caspases (Bidère et al., 2003) (Figura 4). 
 Estudos prévios demonstraram o envolvimento da catepsina D 

em doenças neurodegenerativas, como as doenças de Huntington (Kegel 
et al., 2000; Kim et al., 2006), Alzheimer (Saftig et al., 1996) e 
Parkinson (Cullen et al., 2009), e em doenças neuroinflamatórias, como 

esclerose lateral amiotrófica (Wootz et al., 2006). 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hasilik%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6989821
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Neufeld%20EF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6989821
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Figura 4 – Envolvimento da catepsina D na apoptose. Após a indução da 

apoptose, a abertura de poros na membrana lisossomal acarreta a liberação de 
catepsina D para o citosol. No citosol, a catepsina D ativa moléculas pró-

apoptóticas Bid e Bax, que levam ao dano da membrana mitocondrial e 
consequente liberação de citrocomo c para o citosol, onde atua como regulador 

da ativação de caspases, que levam à apoptose. Além disso, o dano à membrana 

da mitocôndria pode levar à liberação de AIF, e consequente apoptose 
independente de caspases. Abreviações: AIF - fator indutor de apoptose; Bax - 

proteína X associada a Bcl-2; Bid - agonista de morte do domínio de interação 

BH3; tBid - agonista de morte do domínio de interação BH3 truncado. Fonte: 
modificado de Chwieralski et al., 2006. 

 
1.2.1.1.3 Inibidor do ativador de plasminogênio-1 

 
 O inibidor do ativador de plasminogênio-1 (PAI-1) é uma 
glicoproteína pertencente à superfamília das serpinas, que representam 

cerca de 10 % do total de proteínas no plasma humano. Perifericamente, 
a proteína PAI-1 possui ação fundamental no sistema fibrinolítico, 
através da regulação da plasmina, molécula que dissolve a rede de 
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fibrina envolvida na formação de trombos sanguíneos (Rijken e Lijnen, 

2009). Sendo secretado por diversos tipos celulares na sua forma ativa, 
PAI-1 inibe os ativadores de plasminogênio do tipo tecidual (t-PA) e do 

tipo uricinase, que são responsáveis pela ativação de plasminogênio a 
plasmina (Ho-Tin-Noé et al., 2009; Schonfeld-Dado e Segal, 2011; Van 
De Craen et al., 2012). Por sua vez, a plasmina exerce papel 

fundamental em processos de ativação de moléculas envolvidas na 
clivagem de pró-BDNF em BDNF maduro (Pang et al., 2004) (Figura 5) 
e na ativação de metaloproteinases de matriz (MMPs) no SNC (Murphy 

e Docherty, 1992; Opdenakker e Van Damme, 1992).  
 Estudos anteriores demonstraram o papel de PAI-1 em doenças 

neuroinflamatórias, como a esclerose múltipla, esclerose lateral 
amiotrófica e encefalomielite alérgica (Cuzner et al., 1996; Gveric et al., 
2003; East et al., 2005; Ngo et al., 2015), em que a alteração nos níveis 

de PAI-1 contribuem para o prejuízo na capacidade fibrinolítica, 
formação de complexos t-PA/PAI-1 e desregulação da ação de MMPs, 
que podem contribuir para a quebra da BHE e da bainha de mielina, 

levando ao dano axonal nestas doenças. 
 

 
Figura 5 – Mecanismo indireto de regulação de BDNF via PAI-1. PAI-1 
atua como inibidor da ação de t-PA, molécula que ativa plasminogênio em 

plasmina. A plasmina, por sua vez, é a protease mais importante envolvida no 

processo de clivagem de pró-BDNF em BDNF maduro. Abreviações: BDNF - 
fator neurotrófico derivado do cérebro; PAI-1 - inibidor do ativador de 

plasminogênio-1; t-PA - ativador de plasminogênio do tipo tecidual. Fonte: 
autora. 
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1.2.1.1.4 Fatores de crescimento derivados de plaquetas 

 
 A família dos fatores de crescimento derivados de plaquetas 

(PDGF) compreende cinco fatores organizados em homo e 
heterodímeros: PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, PDGF-CC e PDGF-
DD (Andrae et al., 2008). Cada isoforma se liga a um dos receptores 

tirosina cinase de PDGF, classificados como do tipo alfa (PDGFR-α) e 
do tipo beta (PDGFR-β) (Fredriksson et al., 2004). Os PDGF são 
importantes mitógenos, estimulando crescimento, diferenciação e 

quimiotaxia de células, exercendo função essencial durante a 
embriogênese e auxiliando no desenvolvimento de diversos tecidos 

(Heldin e Westermark, 1999). Além disso, são essenciais na indução da 
diferenciação e proliferação de células progenitoras de oligodendrócitos 
(OPC) (Skoff e Benjamins, 2014). Atuando em receptores PDGFRαα 

(único tipo de receptor para PDGF expresso em OPC), os PDGF-AA, -
AB e -BB induzem uma cascata de sinalização que culmina na produção 
do fator de transcrição da linhagem de oligodendrócitos-2 (Olig2) 

(Figura 6) (Baron et al., 2000; Hu et al., 2008), que promove a 
diferenciação de OPC em oligodendrócitos. 

 Para o correto funcionamento cerebral, nem todas as OPC 
devem se diferenciar em oligodendrócitos durante o período de 
desenvolvimento (Miller et al., 2002). Fisiologicamente, o SNC adulto 

contém um número significativo de OPC que possuem capacidade 
proliferativa (Wolswijk e Noble, 1989; Wolswijk et al., 1991). A partir 
de estímulos gerados durante situações patológicas desmielinizantes, 

estas células podem dar origem a novos oligodendrócitos para auxiliar 
no reparo e remielinização de áreas cerebrais prejudicadas (Levine et al., 
2001; Reynolds et al., 2001). Por isso, além de exercer funções 

essenciais durante a embriogênese, os PDGF também possuem 
importante função no SNC adulto. 
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Figura 6 – Indução da diferenciação de OPC em oligodendrócito via PDGF. 
Ao se ligar em seu receptor específico na membrana celular de células 
progenitoras, o PDGF induz a ativação de uma cascata de sinalização que 

culmina na transcrição do gene Olig2, levando estas células a se diferenciarem 
em oligodendrócitos. Abreviações: ERK - cinase reguladora de sinal 

extracelular; Olig2 - fator de transcrição da linhagem de oligodendrócitos 2; 

PDGF - fator de crescimento derivado de plaquetas; PDGFRα - receptor tirosina 
cinase de PDGF do tipo alfa; pERK - cinase reguladora de sinal extracelular 

fosforilada. Fonte: modificado de Hu et al., 2008. 

 
1.2.1.2 Moléculas envolvidas na neuroinflamação 
 

1.2.1.2.1 Mieloperoxidase 
 
 A mieloperoxidase (MPO; EC 1.11.2.2) é uma hemeproteína 

secretada primeiramente por neutrófilos (Schultz e Kaminker, 1962). 
Entretanto, pode também ser encontrada em monócitos (Nichols e 

Bainton, 1973), macrófagos, microglia (Yap et al., 2007; Lefkowitz 
e Lefkowitz, 2008), astrócitos (Maki et al., 2009) e neurônios (Ray e 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lefkowitz%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18554520
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lefkowitz%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18554520
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Katyal, 2016). A partir da produção de ácido hipocloroso (HOCl), a 

MPO exerce papel fundamental na indução da morte de agentes 
microbianos e na regulação do estresse oxidativo durante o processo 

inflamatório e doenças neurodegenerativas (Hampton et al., 1998; 
Klebanoff, 2005). 
 Nesse sentido, o estresse agudo ou crônico ao SNC induz a 

produção de ânion superóxido (O2
•-
) através de múltiplos mecanismos, 

incluindo a cadeia transportadora de elétrons, fosfato de dinucleotídeo 
de nicotinamida e adenina (NADPH) oxidase e xantina oxidase (Brand 

et al., 2004; Galbusera et al., 2006; Brennan et al., 2009). O O2
•- 

produzido primeiramente pela microglia é dismutado a um produto 

menos tóxico, o H2O2, através da ação da enzima SOD. O H2O2 então 
liberado reage com os íons cloreto na presença da MPO, formando 
HOCl, molécula 50 vezes mais potente do que o H2O2 na eliminiação de 

patógenos (Winterbourn e Kettle, 2004). Alternativamente, a microglia 
ativada estimula a enzima óxido nítrico sintase induzível (iNOS) a 
produzir óxido nítrico (NO), que dá origem às ER peroxinitrito 

(ONOO
•
) e cloreto de nitrila (NO2Cl), exacerbando o dano tecidual ao 

SNC (Ono et al., 2010). Na presença de NO, a MPO ainda pode 

produzir radical nitrito (NO2
-
), resultando em estresse nitrosativo. A 

exacerbação da produção de HOCl e de ER de nitrogênio contribui para 
os danos oxidativos ao SNC como lipoperoxidação, nitração e oxidação 

de proteínas, dano oxidativo ao DNA e ativação de MMPs, levando à 
neurodegeneração (Ray e Katyal, 2016) (Figura 7). De fato, estudos 
anteriores já descreveram o envolvimento da MPO na fisiopatologia de 

doenças de cunho neurológico, como esclerose múltipla, doenças de 
Alzheimer e Parkinson e depressão (Nagra et al., 1997; Green et al., 
2004; Gray et al., 2008; Vaccarino et al., 2008; Everse e Coates, 2009; 

Gałecki et al., 2012; Teismann, 2014; Jucaite et al., 2015). 
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Figura 7 – Papel da mieloperoxidase no estresse oxidativo que pode levar à 

neurodegeneração. Durante o processo de dano ao SNC, a ativação de células 
gliais residentes (microglia e astrócitos) e a disfunção da BHE levam ao 

aumento da produção de MPO no tecido cerebral, exacerbando o estresse 
oxidativo que pode levar à neurodegeneração. Abreviações: BHE - barreira 

hematoencefálica; iNOS -  óxido nítrico sintase induzível; MPO - 

mieloperoxidase; NO - óxido nítrico; SNC - sistema nervoso central; SOD - 
superóxido dismutase. Fonte: modificado de Ray e Katyal, 2016. 

 
1.2.1.2.2 Quimiocina regulada sob a ativação e secreção de células T 

 
 A quimiocina regulada sob ativação e secreção de células T 
(RANTES), também conhecida como ligante CC-5 (CCL5), é uma 

pequena proteína composta por 68 aminoácidos e pertence à família de 
quimiocinas do tipo CC (Zlotnik e Yoshie, 2000). Foi primeiramente 

identificada quando pesquisadores procuravam genes expressos por 
linfócitos T humanos em um estágio tardio de inflamação (3-5 dias após 
a ativação de receptores para células T) (Schall et al., 1988). Sendo 

secretada principalmente por células T, RANTES também pode ser 
produzida por outros tipos celulares, como plaquetas, macrófagos, 
eosinófilos e fibroblastos (Appay e Rowland-Jones, 2001). Durante o 

processo inflamatório, a RANTES induz a migração de leucócitos para 
sítios inflamatórios através de sua ligação com receptores (chamados 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Appay%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11286708
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rowland-Jones%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11286708
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CCR1, CCR3, CCR4 e CCR5) presentes na membrana de diversas 

células, como linfócitos T, monócitos, basófilos, eosinófilos, células 
natural killer, células dendríticas e mastócitos (Schall, 1991) (Figura 8). 

 O aumento de expressão de RANTES e de seus receptores em 
astrócitos, na microglia e em células epiteliais do SNC (van der Meer et 
al., 2000; Flynn et al., 2003) vem sendo implicado em várias doenças 

neurológicas, como as doenças de Alzheimer e Parkinson (Xia et al., 
1998; Johnstone et al., 1999; Cartier et al., 2005) e esclerose múltipla 
(Sørensen et al., 1999; Simpson et al., 2000), e em erros inatos do 

metabolismo (Sun et al., 2005; Holven et al., 2006).  
 

1.2.1.2.3 Moléculas de adesão celular 
 
 Durante a inflamação, os leucócitos circulantes no sangue 

interagem com o epitélio vascular e penetram em sítios inflamatórios 
teciduais, onde então podem exercer sua função de eliminar agentes 
agressores (Libby, 2007). Assim, as moléculas de adesão celular (CAM) 

são responsáveis pela mediação da comunicação entre leucócitos e 
células epiteliais (Horstkorte e Fuss, 2012). No SNC, as células 

epiteliais do tecido cerebral expressam as moléculas de adesão celular 
intracelular (ICAM-1) e vascular (VCAM-1), que se ligam a proteínas 
específicas presentes na superfície de leucócitos e favorecem a 

diapedese dessas células para locais de inflamação  (Figura 8) (Wilson 
et al., 2010). Citocinas liberadas durante a inflamação, tais como IFN-γ, 
TNF-α e IL-1β, estimulam a produção das CAM (Meager, 1999). 
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Figura 8 – Migração de leucócitos do meio vascular para o sítio de 

inflamação mediada ICAM-1, VCAM-1 e RANTES. Durante a inflamação, a 
diapedese de leucócitos do sangue para o tecido é mediada por quimiocinas e 

moléculas de adesão. RANTES, ICAM-1 VCAM-1 interagem com receptores 
específicos presentes em leucócitos, auxiliando na sua captura e adesão em 

células endoteliais e porterior transmigração. Abreviações: ICAM-1 - molécula 

de adesão celular intracelular-1; VCAM-1 - molécula de adesão celular 
vascular-1; RANTES - quimiocina regulada sob ativação e secreção de células 

T. Fonte: autora. 

 
 No cérebro, as CAM também contribuem para a regulação da 
plasticidade celular, da sobrevivência neuronal e a manutenção da 

integridade da BHE (Rutishauser et al., 1988; Rønn et al., 2000; Kiss e 
Muller, 2001; Armentero et al., 2011). Neste cenário, a molécula de 
adesão celular neuronal (NCAM) desenvolve papel fundamental na 

adesão célula-célula, auxiliando no crescimento de neuritos, na 
plasticidade sináptica, no desenvolvimento neuronal e na neurogênese 

(Figura 9) (Persohn e Schachner, 1987; Rønn et al., 2000; Amoureux et 
al., 2001; Kiss e Muller, 2001; Schuster et al., 2001). Estudos prévios 
relataram o papel dessas moléculas em patologias neuroinflamatórias 

crônicas, como nas doenças de Alzheimer e Parkinson e na esclerose 
lateral amiotrófica (Akiyama et al., 1993; Verbeek et al., 1994; Rentzos 
et al., 2005; Miklossy  et al., 2006; Xu et al., 2010). 
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Figura 9 – Adesão e sinalização celular mediada por NCAM em neurônios. 
A adesão celular mediada por NCAM induz a ativação de CAMKIIα, que então 

ativa RPTPα e promove a ativação de FYN, resultando na estimulação de FAK 
e crescimento e sobrevivência neuronal. As interações homofílicas de NCAM 

também estimulam o recrutamento de GAP43, resultando na formação do 

complexo spectrina-GAP43- PKCβII, que promove remodelamento do 
citoesqueleto e crescimento de neuritos. Abreviações: CAMKIIα - proteína 

cinase II alfa dependente de calmodulina; FAK - cinase de adesão focal; FYN - 
proteína tirosina cinase Fyn; GAP43 - proteína associada ao crescimento-43; 

NCAM - molécula de adesão celular neuronal; PKCβII - proteína cinase C beta-

2; RPTPα - proteína tirosina fosfatase-α do tipo receptor. Fonte: modificado de 
Cavallaro e Dejana, 2011. 

 
1.3 JUSTIFICATIVA 

 
 Considerando-se que altas concentrações de Phe podem induzir 
efeitos deletérios à célula em modelos animais de HPA, e que estudos 

sobre os mecanismos do dano cerebral presente na PKU são escassos, 
torna-se importante a investigação de sua fisiopatologia, na tentativa de 

colaborar para o estabelecimento de novas estratégias terapêuticas.  
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2 OBJETIVOS  

 
2.1 OBJETIVO GERAL 

 
 Investigar os níveis plasmáticos de marcadores de 
neurodegeneração em pacientes fenilcetonúricos. 

 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Investigar os níveis de BDNF e PAI-1 total em amostras de 
plasma de pacientes fenilcetonúricos e de indivíduos saudáveis; 

 Investigar os níveis de catepsina D em amostras de plasma de 
pacientes fenilcetonúricos e de indivíduos saudáveis; 

 Investigar os níveis de PDGF-AA e PDGF-AB/BB em amostras 
de plasma de pacientes fenilcetonúricos e de indivíduos 
saudáveis; 

 Investigar os níveis de MPO em amostras de plasma de 
pacientes fenilcetonúricos e de indivíduos saudáveis; 

 Investigar os níveis de RANTES em amostras de plasma de 
pacientes fenilcetonúricos e de indivíduos saudáveis; 

 Investigar os níveis das moléculas de adesão celular NCAM, 
VCAM-1 e ICAM-1 em plasma de pacientes fenilcetonúricos e 
de indivíduos saudáveis. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 TIPO DE ESTUDO 

 
 O presente trabalho é um estudo de caso-controle com 

abordagem quantitativa. 
 

3.2 AMOSTRAS 
 

 Para a realização deste estudo, foram utilizadas amostras de 

plasma de pacientes com diagnóstico de PKU (n=24) obtidas do Serviço 
de Genética Médica do Hospital de Clínicas de Porto Alegre. Todos os 
pacientes foram submetidos ao tratamento dietético através da restrição 

da ingestão de Phe e suplementação de fórmula rica em aminoácidos, 
que é realizada individualmente de acordo com as necessidades 

nutricionais, estágio do crescimento e tolerância à Phe que cada um 
apresenta. Características como idade de diagnóstico, tipo de PKU e 
presença de sintomas como microcefalia, déficit no desenvolvimento 

neuropsicomotor, distúrbio comportamental e convulsão foram obtidas 
dos prontuários destes pacientes. Não houve critério de exclusão de 
amostras, visto que a PKU é uma doença rara e a obtenção de amostras 

de pacientes acometidos por esta doença é difícil.  
 Amostras de plasma também foram coletadas de indivíduos 

saudáveis (n=14; grupo controle) pareados por idade (controle: 15,8 ± 
5,32 anos; PKU: 15,8 ± 4,5 anos) e gênero, provenientes de laboratórios 
de análises clínicas comerciais do município de Criciúma (Santa 

Catarina). Foram selecionadas amostras de indivíduos que não possuíam 
diagnóstico de erros inatos do metabolismo ou de qualquer outra 
enfermidade que pudesse se tornar um viés para o estudo. 

 Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 
Universidade do Extremo Sul Catarinense sob protocolo nº 529.013 
(ANEXO A). 

 

3.2.1 Preparo das amostras 

 
 O sangue periférico de indivíduos controle e de pacientes 
fenilcetonúricos foi coletado em tubos de coleta contendo heparina 

como anticoagulante. Após a coleta, o sangue total foi centrifugado a 
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1000 x g para obtenção do plasma, que foi aspirado e congelado a -80 

°C até o momento das análises. 

3.2.2 Medida dos níveis plasmáticos de Phe 

 A determinação dos níveis plasmáticos de Phe em amostras de 
pacientes e de indivíduos controle foi realizada por HPLC de acordo 
com Joseph e Marsden (1986). A quantificação foi realizada através da 

relação entre a área cromatográfica do pico de Phe obtida de uma 
solução desconhecida com a área do pico de um padrão interno (ácido 
homocisteico) com concentração conhecida. Os resultados estão 

expressos em mg de Phe/dL de plasma. 

3.3 DETERMINAÇÃO DOS PARÂMETROS DE 

NEURODEGENERAÇÃO 
 
 Os níveis plasmáticos de BDNF, catepsina D, MPO, NCAM, 

PAI-1 total, PDGF-AA, PDGF-AB/BB, RANTES, ICAM-1 e VCAM-1 
foram dosados através de kit comercial Milliplex® (HNDG3MAG-36K, 
Millipore, Darmstadt, Alemanha), obedecendo-se as especificações do 

fornecedor. Os ensaios fundamentaram-se na metodologia de ensaio de 
imunoabsorção enzimática (ELISA) “sanduíche” convencional de dois 

sítios, em que uma mistura de microesferas foi incubada com padrões e 
amostras em placa de 96 poços. Posteriormente, o anticorpo de detecção 
biotilnilado específico foi adicionado. O resultado final foi amplificado 

por uma incubação com o conjugado estreptavidina/ficoeritina. As 
microesferas foram lidas em equipamento Luminex® xMAP® 
(Luminex, Austin, EUA) através de um sistema duplo de lasers que 

incidiu sobre as microesferas, à medida que estas fluíam através do 
fluxo celular. Um feixe de laser, então, detectou a microesfera e o outro 
laser quantificou o sinal em cada microesfera. Os resultados estão 

expressos em pg/mL de plasma e ng/mL de plasma. 

  

3.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
 Os dados do presente estudo estão apresentados como média ± 

desvio padrão da média. Para a comparação entre as médias, os dados 
obtidos na determinação dos marcadores de neurodegeneração foram 
analisados pelo teste t de Student para amostras independentes. As 

análises estatísticas foram realizadas utilizando-se o pacote estatístico 
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IBM SPSS Statistics (IBM, Armonk, Estados Unidos) e foram 

consideradas diferenças significativas quando o valor de p<0,05. 
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4 RESULTADOS 

 
 Para a realização deste estudo, foram utilizadas amostras de 

plasma de pacientes diagnosticados com PKU e de indivíduos 
saudáveis. As características dos pacientes incluídos neste trabalho estão 
descritas na tabela 1.  

 

Tabela 1 – Características dos pacientes incluídos neste estudo. 
 

Indivíduo Sexo 
Phe 

(mg/dl) 
Idade 
(anos) 

MCF RDNPM DC CV 
Tipo de 

PKU 

Idade de 

diagnóstico 
(dias) 

PKU 1 F 23,3 15 Não Sim Não Não Clássica 30 

PKU 2 F 3,4 13 Não Não Não Não Leve 30 

PKU 3 F 11 13 Não Sim Não Não Clássica 30 

PKU 4 M 8,3 13 Não Não Não Não Leve 180 

PKU 5 F 17,6 16 Não Não Não Não Clássica 60 

PKU 6 M 20,6 27 Não Não Não Não Clássica 60 

PKU 7 F 11 17 Não Não Não Não Clássica 60 

PKU 8 M 13,1 18 Sim Sim Sim Não Clássica 60 

PKU 9 M 12 14 Não Não Não Não Leve 31 

PKU 10 F 5,5 19 Não Não Não Não Leve 90 

PKU 11 M 4,7 24 Não Não Não Não Leve 50 

PKU 12 F 13,1 13 Não Não Não Não Clássica 26 

PKU 13 F 15,1 14 Não Não Não Não Leve 60 

PKU 14 M 7,8 14 Não Não Não Não Leve 60 

PKU 15 M 10,4 16 Não Sim Sim Não Clássica 36 

PKU 16 M 6,5 14 Não Não Não Não Leve 90 

PKU 17 F 15,4 18 Não Não Não Não Clássica 30 

PKU 18 F 14,5 24 Não Não Não Não Leve 810 

PKU 19 F 13 13 Sim Não Não Não Clássica 60 

PKU 20 M ND 9 Não Não Não Não Clássica 90 

PKU 21 F 11,2 16 Não Não Não Não Leve 60 

PKU 22 M 5,8 14 Não Não Não Não Leve 64 

PKU 23 M 15,8 18 Não Não Não Não Clássica 28 

PKU 24 M 9,3 7 Não Não Não Não Leve 120 

Ctrl 1 F ND 23 - - - - - - 

Ctrl 2 M ND 13 - - - - - - 

Ctrl 3 M ND 13 - - - - - - 

Ctrl 4 F ND 18 - - - - - - 

Ctrl 5 F ND 13 - - - - - - 

Ctrl 6 F ND 18 - - - - - - 

Ctrl 7 M ND 26 - - - - - - 



45 

 

Ctrl 8 M ND 23 - - - - - - 

Ctrl 9 F ND 17 - - - - - - 

Ctrl 10 F 2,8 7 - - - - - - 

Ctrl 11 M 2,3 11 - - - - - - 

Ctrl 12 M 2,1 14 - - - - - - 

Ctrl 13 M 1,6 12 - - - - - - 

Ctrl 14 F 2,2 13 - - - - - - 

Ctrl - controle; CV - convulsões; DC - distúrbio comportamental; MCF - 
microcefalia; ND - não determinado; Phe - fenilalanina; PKU - fenilcetonúria; 

RDNPM - retardo no desenvolvimento neuropsicomotor. 

 Inicialmente, foram avaliados os níveis de Phe no plasma de 
indivíduos saudáveis e dos pacientes fenilcetonúricos (grupo PKU). Os 
indivíduos do grupo PKU apresentaram valores plasmáticos de Phe 

elevados quando comparados ao grupo controle (Figura 10). 
 

 
Figura 10 - Níveis de fenilalanina (Phe) em plasma de indivíduos controle e 

pacientes fenilcetonúricos (grupo PKU). Os valores representam média ± 

desvio padrão da média e estão expressos em miligrama por decilitro. 
***p<0,001 comparado ao grupo controle (teste t de Student para amostras 

independentes). 

 
 Posteriomente, foram avaliados os níveis de marcadores de 
neurodegeneração em plasma de indivíduos saudáveis e de pacientes 

fenilcetonúricos. Nos pacientes com PKU, os níveis plasmáticos de 
BDNF (Figura 11), PDGF-AA (Figura 12) e PDGF-AB/BB (Figura 13) 
encontraram-se significativamente diminuídos quando comparados ao 

grupo controle. 
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Figura 11 - Níveis de fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) em 

plasma de indivíduos controle e pacientes fenilcetonúricos (grupo PKU). Os 
valores representam média ± desvio padrão da média e estão expressos em 

picograma por mililitro. *p<0,05 comparado ao grupo controle (teste t de 
Student para amostras independentes). 

 

 
Figura 12 - Níveis de fator de crescimento derivado de plaquetas-AA 

(PDGF-AA) em plasma de indivíduos controle e pacientes fenilcetonúricos 
(grupo PKU). Os valores representam média ± desvio padrão da média e estão 

expressos em picograma por mililitro. *p<0,01 comparado ao grupo controle 
(teste t de Student para amostras independentes). 
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Figura 13 - Níveis de fator de crescimento derivado de plaquetas-AB/BB 

(PDGF-AB/BB) em plasma de indivíduos controle e pacientes 
fenilcetonúricos (grupo PKU). Os valores representam média ± desvio padrão 

e estão expressos em picograma por mililitro. *p<0,01 comparado ao grupo 
controle (teste t de Student para amostras independentes). 

 
 Os níveis plasmáticos de ICAM-1, catepsina D, MPO, 

RANTES, NCAM, VCAM-1 e PAI-1 não foram significativamente 
diferentes entre os grupos (Tabela 2). 
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Tabela 2 – Níveis de ICAM-1, catepsina D, MPO, RANTES, NCAM, 

VCAM-1 e PAI-1 em plasma de indivíduos controle e pacientes 
fenilcetonúricos. Não foi observada diferença estatisticamente 

significativa entre os grupos. 
 

Parâmetro (ng/mL) Grupo 
Média ± Desvio 

Padrão 
Valor de p 

ICAM-1 
Controle 260,56 ± 106,67 

0,835 
PKU 243,29 ± 174,85 

Catepsina D 
Controle 222,46 ± 132,24 

0,281 
PKU 148,52 ± 34,585 

MPO 
Controle 2198,24 ± 2093,71 

0,156 
PKU 562,63 ± 521,65 

RANTES 
Controle 56,37 ± 37,35 

0,376 
PKU 44,12 ± 25,40 

NCAM 
Controle 336,39 ± 60,53 

0,462 
PKU 363,70 ± 76,29 

VCAM-1 
Controle 826,39 ± 136,23 

0,692 
PKU 793,64 ± 170,71  

PAI-1 
Controle 170,67 ± 77,35 

0,063 
PKU 83,04 ± 32,71 

ICAM-1 - molécula de adesão celular intracelular 1; MPO - mieloperoxidase; 

NCAM - molécula de adesão celular neuronal; PAI-1 - inibidor do ativador de 

plasminogênio tecidual; PKU - fenilcetonúria; RANTES - quimiocina regulada 
sob ativação e secreção de células T; VCAM-1 - molécula de adesão celular 

vascular 1. 
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5 DISCUSSÃO 

 
 Até o presente momento, a principal alternativa terapêutica para 

o tratamento das manifestações clínicas da PKU consiste de dieta restrita 
em Phe e suplementação de fórmula especial que contém aminoácidos, 
vitaminas e minerais (Feillet e Agostoni, 2010; Poustie e Wildgoose, 

2010; Casey, 2013). A implementação precoce do tratamento pode 
auxiliar na prevenção do dano cerebral e, em alguns casos, permite uma 
vida normal ao paciente. Porém, o agravamento de sintomas 

neuropsicológicos pode acontecer, principalmente devido à não adesão 
ao tratamento (MacLeod e Ney, 2010; MacDonald et al., 2012). Todos 

os indivíduos acometidos por PKU incluídos neste trabalho recebem 
tratamento nutricional. A concentração plasmática de Phe nestes 
pacientes permanece alta quando comparados aos indivíduos controle.  

 Até o momento, a fisiopatologia do dano cerebral encontrado 
nos pacientes fenilcetonúricos não está completamente estabelecida. 
Portanto, neste trabalho foi observado que os níveis de BDNF, PDGF-

AA e PDGF-AB/BB encontram-se diminuídos no plasma de pacientes 
com PKU quando comparados a indivíduos controle. 

 Considerando-se que o BDNF é essencial para a sobrevivência 
e manutenção neuronal, o envolvimento desta neurotrofina na 
fisiopatologia de doenças neurodegenerativas, bem como o seu possível 

efeito terapêutico no tratamento destas doenças, vem sendo investigado 
(Zuccato e Cattaneo, 2009; Allen et al., 2013). O BDNF e seu receptor 
TrkB exercem papel fundamental no desenvolvimento e plasticidade 

cerebral (Huang e Reichardt, 2001; Poo, 2001), contribuindo para a 
sinaptogênese, plasticidade sináptica, funções cognitivas e processos de 
memória (Chen et al., 1999; Minichiello et al., 1999; Alsina et al., 2001, 

Lee et al., 2004, Lu et al., 2014). Assim como ocorre na secreção de 
outras neurotrofinas, a produção de BDNF se dá a partir de uma 

molécula precursora, o pró-BDNF, que dá origem à proteína madura 
através de clivagem proteolítica (Tsai, 2007). PAI-1, marcador avaliado 
neste trabalho, atua na modulação indireta dos níveis de BDNF através 

da inibição que exerce sobre o t-PA, molécula responsável pela ativação 
de plasminogênio em plasmina (Ho-Tin-Noé et al., 2009; Schonfeld-
Dado e Segal, 2011). A plasmina, por sua vez, é a protease mais 

importante envolvida no processo de clivagem de pró-BDNF em BDNF 
maduro (Lee et al., 2001; Pang et al., 2004). Neste estudo, os níveis 

plasmáticos de PAI-1, apesar de demonstrarem tendência de diminuição, 
não foram significativamente diferentes entre os pacientes com PKU e 
os indivíduos controle, demonstrando que, provavelmente, a diminuição 
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dos níveis de BDNF no plasma de pacientes fenilcetonúricos não se 

deve à alteração na clivagem de pró-BDNF em BDNF pela plasmina. 
 Neste sentido, Li et al. (2010) demonstraram uma diminuição 

da expressão e do conteúdo de BDNF em neurônios expostos a altas 
concentrações de Phe. Além disso, as altas concentrações de Phe ativam 
a via de sinalização RhoA/Rho associada a cinases em neurônios 

corticais, levando-os à apoptose (Zhang et al., 2007). Esse efeito foi 
revertido pelo pré-tratamento destes neurônios com BDNF (Zhang et al., 
2010), demonstrando um potencial efeito neuroprotetor desta 

neurotrofina. Esses resultados corroboram os achados deste trabalho, 
indicando que a diminuição dos níveis de BDNF pode contribuir para o 

dano neurológico encontrado em pacientes com PKU. 
 No sangue, o BDNF é armazenado nas plaquetas (Yamamoto e 
Gurney, 1990). As plaquetas se ligam, armazenam e liberam BDNF em 

determinadas situações, como para facilitar o reparo de neurônios 
periféricos ou de outros tecidos que expressam o receptor TrkB quando 
expostos à algum tipo de trauma (Fujimura et al., 2002). Neste contexto, 

o BDNF armazenado nas plaquetas pode ser derivado de células 
cerebrais, como neurônios e glia, visto que essa neurotrofina atravessa 

livremente a BHE (Pan et al., 1998). Em adição, estudos pré-clínicos 
tem demonstrado que os níveis periféricos e cerebrais de BDNF foram 
correlacionados positivamente em diferentes espécies (Karege et al., 

2002; Klein et al., 2011) e que a concentração sanguínea dessa 
neurotrofina pode vir a ser considerada um biomarcador de doenças 
psiquiátricas em humanos, como o transtorno bipolar e a depressão 

maior (Hashimoto, 2010; Fernandes et al., 2015; Nase et al., 2016). 
Sendo assim, acredita-se que os níveis de BDNF encontrados no plasma 
de indivíduos acometidos pela PKU possam estar relacionados àqueles 

encontrados no SNC desses pacientes. 
 Apesar de sua importante ação sobre neurônios ser largamente 

conhecida, o BDNF também possui papel fundamental na manutenção 
da oligodendroglia e na mielinização (Xiao et al., 2010; Ramos-Cejudo 
et al., 2015; Huang e Dreyfus, 2016). Estudos anteriores demonstraram 

que o BDNF se liga ao receptor TrkB expresso por OPC (Vondran et al., 
2010; Wong et al., 2013), estimulando sua proliferação (Van't Veer et 
al., 2009) e potencializando sua diferenciação em oligodendrócitos 

maduros (Du et al., 2006a; Du et al., 2006b). Adicionalmente, Ramos-
Cejudo et al. (2015) relataram o envolvimento do BDNF na 

remielinização de áreas afetadas por derrame isquêmico subcortical. 
Sendo assim, acredita-se que a diminuição dos níveis de BDNF em 



51 

 

pacientes fenilcetonúricos possa exacerbar a desmielinização 

característica da doença. 
 Nas OPC, os PDGF se ligam ao PDGFR-α e ativam uma 

cascata de sinalização que culmina na transcrição do gene Olig2, 
específico para oligodendrócitos (Bansal et al., 1996; Baron et al., 2000; 
Hu et al., 2008; Hu et al., 2012). Os oligodendrócitos são células 

altamente especializadas que contribuem para a propagação do impulso 
nervoso através da formação e manutenção da bainha de mielina que 
envolve os axônios (Nave e Werner, 2014). Vários autores 

demonstraram a importância dos PDGF na indução da mitose em OPC 
(Noble et al., 1988; Richardson et al., 1988; Pringle et al., 1989), 

auxiliando na sua sobrevivência (Barres et al., 1992; Barres et al., 1993) 
e regulando o momento da sua diferenciação em oligodendrócitos 
maduros  (Raff et al., 1985; Raff et al., 1988; Hart et al., 1989; Butt et 

al., 1997).  
 Estudos anteriores investigaram os níveis de PDGF em sangue e 
líquido cefalorraquidiano (LCR) de pacientes com doenças 

neurodegenerativas, como as doenças de Parkinson e Alzheimer e a 
esclerose múltipla (Björkqvist et al., 2012; Harirchian et al., 2012; 

Mahlknecht et al., 2012; Mori et al., 2013). Visto que Harirchian et al. 
(2012) demonstraram uma forte correlação entre os níveis de PDGF em 
soro e LCR, acredita-se que as baixas concentrações de PDGF em 

plasma de pacientes fenilcetonúricos, assim como os baixos níveis 
encontrados neste trabalho, poderiam levar ao prejuízo na 
oligodendrogênese e contribuir para a desmielinização que estes 

pacientes apresentam. 
 Além de atuar na oligodendrogênese, o PDGF é um dos muitos 
fatores de crescimento que participam da regulação da expressão de 

PAI-1, apesar do mecanismo envolvido nesta modulação não estar 
completamente elucidado (Irigoyen et al., 1999). Nesse contexto, o 

baixo conteúdo plasmático de PDGF encontrado neste trabalho poderia 
estar relacionado à tendência de diminuição dos níveis de PAI-1 
apresentada pelos pacientes fenilcetonúricos. 

 Neste estudo, não houve diferença estatisticamente significativa 
entre os níveis plasmáticos das moléculas de adesão ICAM-1 e VCAM-
1 em pacientes com PKU e indivíduos controle. Estes resultados não 

corroboram estudos anteriores que demonstraram um aumento das 
citocinas pró-inflamatórias TNF-α, IL-1β e IL-6 em plasma de pacientes 

fenilcetonúricos (Schulpis et al., 2005b; Deon et al., 2015), visto que a 
secreção destas citocinas estimula a produção de CAM (Meager, 1999). 
Durante a inflamação, as células epiteliais aumentam a transcrição de 
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genes de ICAM-1 e VCAM-1 em resposta ao estímulo exercido pelas 

citocinas (Collins et al., 1995), e a via de sinalização do fator de 
transcrição nuclear kappa B (NF-κB) é crucial para esse processo 

(Mantovani et al., 1997; Hayden e Ghosh, 2011).  Estudos anteriores 
demonstraram que, além de prejudicar a síntese proteica (van Spronsen 
et al., 2009; Gentile et al., 2010; Imperlini et al., 2014), a alta 

concentração de Phe alterou o imunoconteúdo de NF-κB em tecido 
cerebral de ratos expostos a um modelo quimicamente induzido de HPA 
(Macan, 2013), o que poderia impedir a síntese de CAM. 

 Estudos anteriores mostram que a NCAM exerce papel 
fundamental no bom funcionamento cerebral, não atuando somente na 

interação célula-célula, mas também na transdução de sinais através da 
membrana (Gnanapavan e Giovannoni, 2013), no crescimento de 
neuritos (Doherty e Walsh, 1992), na migração de neurônios (Akitaya e 

Bronner-Fraser, 1992), na mielinização (Palser et al., 2009) e na 
modulação de sinapses (Kiss e Muller, 2001). No presente estudo, os 
níveis plasmáticos de NCAM não foram alterados em amostras de 

pacientes com PKU quando comparados ao grupo controle. Além de 
interagir com outras NCAM nas células adjacentes, esta molécula de 

adesão atua em conjunto com outras moléculas, como, por exemplo, o 
BDNF e PDGF. Estudos demonstram que os níveis de NCAM 
interferem na homeostase do BDNF e modulam a resposta de neurônios 

a essa neurotrofina. Vutskits et al. (2001) observaram que a inativação 
de NCAM em neurônios corticais de camundongos levou à redução da 
diferenciação e à sobrevivência dessas células, e este efeito foi revertido 

com a adição de BDNF ao meio de cultura. Além disso, a fosforilação 
do receptor TrkB foi encontrada diminuída em hipocampo de animais 
que não expressavam NCAM, interferindo na sinalização do BDNF 

(Muller et al., 2000). Neste mesmo trabalho, os autores demonstraram 
que a adição de BDNF ao meio de cultura reverteu a deficiência na 

potenciação de longa duração (LTP) causada pela deficiência de 
NCAM. Adicionalmente, os níveis de BDNF e a fosforilação do seu 
receptor TrkB foram diminuídos em hipocampo e córtex frontal de 

animais nocaute para NCAM (Aonurm et al., 2015). Portanto, a 
diminuição dos níveis de BDNF encontrada no presente trabalho parece 
não estar relacionada com alteração da quantidade de NCAM. 

 Além de atuar em sinergia com o BDNF, a NCAM também 
interage com a ação do PDGF em OPC. Como dito anteriormente, a 

correta migração e diferenciação de OPC durante o desenvolvimento é 
essencial para a formação de oligodendrócitos e mielinização no SNC. 
As OPC são geradas na zona subventricular e então migram para 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gnanapavan%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25877450
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Giovannoni%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25877450
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Doherty%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1422115
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Walsh%20FS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1422115
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diversos locais no cérebro, onde recebem sinais instrínsecos e 

extrínsecos para dar início à sua diferenciação (Emery, 2010; Mitew et 
al., 2014). Grinspan e Franceschini (1995) demonstraram que pré-OPC 

que expressam NCAM se tornam oligodendrócitos maduros se tratadas 
com PDGF, apesar do mecanismo pelo qual ocorre esta interação não 
estar completamente elucidado. Neste mesmo trabalho, os autores 

observaram que as células que expressavam NCAM entravam em 
apoptose na ausência de PDGF, sugerindo, assim, que este fator de 
crescimento atua como modulador da sobrevivência de pré-OPC. Em 

adição, Armstrong et al. (2010) mostraram que as OPC migram em 
direção a um gradiente químico de PDGF in vitro através de 

quimiotaxia. A perda ou inativação de NCAM nessas células leva à 
alteração no padrão desta migração, demonstrando que essa molécula de 
adesão faz parte da maquinaria necessária para a correta detecção e 

resposta de OPC ao estímulo gerado pelo PDGF (Zhang et al., 2004). 
Visto que a concentração de NCAM não foi significativamente diferente 
no plasma de pacientes fenilcetonúricos quando comparados a 

indivíduos controle, a desmielinização apresentada por sujeitos 
acometidos por PKU não parece estar ligada com alterações nos níveis 

de NCAM. 
 O processo inflamatório cerebral contribui para os mecanismos 
fisiopatológicos de várias doenças neurodegenerativas (Lucas et al., 

2006; Klegeris et al., 2007; Brown e Vilalta, 2015). A microglia, que 
representa as células imunes residentes do tecido cerebral, se encontra 
em estado não ativado durante situações fisiológicas e tem como função 

a produção de substâncias anti-inflamatórias e de caráter neurotrófico 
que colaboram para o bom funcionamento cerebral (Streit, 2002). Após 
a detecção de sinais de invasão de patógenos ou de dano tecidual, a 

microglia se torna ativada, promovendo uma resposta inflamatória que 
tem como objetivo exacerbar a resposta imune e iniciar o processo de 

reparo (Glass et al., 2010). Porém, a ativação crônica da microglia pode 
ocasionar dano a neurônios e a outras células gliais devido à 
exacerbação da liberação de substâncias citotóxicas (Perry, 2004). 

 Estudos prévios revelaram que células cerebrais expressam 
MPO em momento de estresse ao SNC (Gray et al., 2008; Lefkowitz 
e Lefkowitz, 2008), e que esse mecanismo pode estar envolvido na 

fisiopatologia do dano cerebral encontrado em doenças 
neurodegenerativas e desmielinizantes (Everse e Coates, 2009). Como 

demonstrado neste trabalho, o conteúdo plasmático de MPO não foi 
significativamente diferente entre pacientes fenilcetonúricos e 
indivíduos controle. Oh et al. (2005) demonstraram aumento na 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grinspan%20JB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7473886
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Franceschini%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7473886
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lefkowitz%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18554520
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lefkowitz%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18554520
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expressão de MPO em cérebro de ratos nocaute para o gene PAH, 

possivelmente devido à ativação da microglia. Essa disparidade de 
resultados pode-se justificar pelos diferentes tipos de amostra utilizados 

em cada estudo e pelo fato de que todos os pacientes com PKU que 
participaram deste estudo receberem tratamento dietético, o que poderia 
amenizar o processo de inflamação cerebral. 

 Durante situações inflamatórias no SNC, a microglia ativada 
expressa catepsina D, uma protease aspártica lisossomal responsável 
pela regulação da degradação e ativação de moléculas envolvidas nos 

mais diversos processos bioquímicos (Kim et al., 2006; Benes et al., 
2008). Kim et al. (2006) relacionaram a liberação de catepsina D pela 

microglia ativada com a morte de neurônios e de outras células gliais, 
demonstrando que a catepsina D exerce um importante papel na 
neurotoxicidade exercida pela ativação crônica da microglia. Como 

observado no presente estudo, não houve diferença significativa entre os 
níveis de catepsina D em plasma de indivíduos saudáveis e sujeitos 
acometidos por PKU. Este resultado condiz com um estudo prévio onde 

não foi observada alteração na atividade de catepsina D em cérebro de 
ratos submetidos a um modelo quimicamente induzido de HPA 

(Schröter et al., 1986). Portanto, alterações na homeostase da catepsina 
D não parecem estar envolvidas na fisiopatogenia do dano cerebral 
encontrado na PKU. 

 Outra molécula envolvida na neuroinflamação é a quimiocina 
RANTES, que, além de atrair células de defesa para sítios inflamatórios 
(Schall, 1991), também contribui para o correto desenvolvimento 

cerebral. Estudos prévios demonstraram que RANTES induziu a 
migração e diferenciação de neurônios primários sensoriais in vitro 
(Bolin et al., 1998) e a proliferação de progenitores astrocitátios no 

período fetal em humanos (Bakhiet et al., 2001), promovendo sua 
expansão, sobrevivência e facilitando sua diferenciação. Porém, a 

alteração dos níveis cerebrais de RANTES vem sendo associada à 
progressão de doenças neurodegenerativas (Xia et al., 1998; Johnstone 
et al., 1999; Sørensen et al., 1999; Simpson et al., 2000; Cartier et al., 

2005) e de erros inatos do metabolismo (Sun et al., 2005; Holven et al., 
2006). No presente estudo, não houve diferença significativa nos níveis 
plasmáticos de RANTES em amostras de pacientes fenilcetonúricos 

quando comparados ao grupo controle. Este resultado demonstra que as 
alterações cognitivas encontradas em indivíduos acometidos pela PKU 

não estão relacionadas com alterações na concentração de RANTES. 
 Em resumo, o presente estudo descreveu alterações em 
parâmetros de neurodegeneração em plasma de pacientes com PKU. A 
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partir dos resultados obtidos, pode-se sugerir que a diminuição do 

conteúdo de moléculas importantes para o SNC possa estar envolvida na 
fisiopatologia do dano cerebral encontrado em pacientes afetados por 

esta doença (Figura 14). Apesar dos resultados obtidos neste trabalho 
não indicarem alteração na maioria dos marcadores avaliados, a relação 
destes parâmetros com os sintomas neurológicos apresentados por 

indivíduos fenilcetonúricos não pode ser descartada. A investigação de 
parâmetros neurodegenerativos pode ser de grande valor na 
compreensão dos mecanismos fisiopatológicos que envolvem o prejuízo 

da função cerebral observado na PKU, e podem contribuir para o 
estabelecimento de novas condutas terapêuticas para o tratamento de 

pacientes afetados por essa doença.  
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Figura 14 – Marcadores de neurodegeneração avaliados neste trabalho. No 

presente estudo, foi observado que pacientes fenilcetonúricos apresentam 
alterações nos níveis plasmáticos de BDNF e PDGF, envolvidos na 

sobrevivência e plasticidade neuronal e oligodendrogênese, respectivamente.  

BDNF - fator neurotrófico derivado do cérebro; BHE - barreira 
hematoencefálica; ICAM-1 - molécula de adesão celular intracelular-1; MPO - 

mieloperoxidase; OPC - célula precursora de oligodendrócito; PAI-1 - inibidor 

do ativador de plasminogênio-1; PDGF - fator de crescimento derivado de 
plaquetas; RANTES - quimiocina regulada sob ativação e secreção de células T; 

t-PA - ativador de plasminogênio do tipo tecidual; VCAM-1 - molécula de 
adesão celular vascular-1. Fonte: autora. 
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6 CONCLUSÃO 

 
 O presente trabalho demonstrou a diminuição dos níveis 

plasmáticos de BDNF, PDGF-AA e PDGF-AB/BB em pacientes 
fenilcetonúricos, o que poderia colaborar para entendimento do dano 
neurológico apresentado por pacientes acometidos pela PKU. 
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