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PESQUISA

Hidrolisado enzimático para
dietoterapia de Fenilcetonúricos

TranscritodeThomasM.Devlin, emTextbookofBiochemistrywithclinical
correlations, Copyright © 1997 Wiley-Liss, Inc.
Figura 1: Esquema de reação da conversão de Phe em Tyr por ação da
enzima fenilalanina hidroxilase (PAH), coenzima tetrahidropterina (ou
tetrahidrofolato) e co-substratoO

2

Hiperfenilalaninemias
e suas características

A Fenilalanina (Phe) é um ami-
noácido essencial à alimentação
humana (Knox, 1972). Os distúrbi-
os na sua hidroxilação constituem
um grupo de erros inatos do meta-
bolismo denominado hiperfenila-
laninemias.

As hiperfenilalaninemias podem
ser divididas em três grandes gru-
pos: o 1O está relacionado à defici-
ência na atividade da enzima Feni-
lalanina Hidroxilase (PAH), que ca-
talisa a 1a etapa da catabolização
de Phe, isto é, sua conversão a
tirosina (Tyr) (Figura 1). Esta enzi-
ma tem como substratos, além de
Phe, o Oxigênio e como co-fator
tetrahidropterina (BH4) (Figura 1).
Este primeiro grupo é subdividido
em três sub-grupos em função do
nível de atividade de PAH presen-
te.

A Fenilcetonúria Clássica (PKU),
primeira hiperfenilalaninemia iden-
tificada e caracterizada como uma
doença transmitida geneticamente,
pertence a este grupo, sendo uma
disfunção relacionada com muta-

ções no cromossoma 12 (locus PAH)
que acarretam ausência total da
atividade da enzima (PAH) ou resi-
dual de até 5%; associada com altas
concentrações plasmáticas de Phe
(≥ 1.200 µmol/L) (Mira & Marquez,
2000).

O 2O e 3O grupo estão relaciona-
dos à deficiência na atividade das
enzimas que catalisam a regenera-
ção e a biossíntese do co-fator,
respectivamente. Conhecida com
PKU atípica ou hiperfenilalanine-
mia não fenilcetonúrica (Mira &
Marquez, 2000).

O alto nível plasmático de Phe
causa a inibição do transporte de
Tyr e Triptofano (Trp) para o cére-
bro e inibe a atividade das enzimas
Tirosina e Triptofano Hidroxilases,
diminuindo a síntese de neuro-
transmissores no sistema nervoso
central e periférico.

A Phe pode ser convertida em
outros derivados, a partir da rea-
ção de transaminação, levando à
formação do ácido fenilpirúvico
(Figura 2), metabólito presente na
urina poucas semanas após o nas-
cimento nos casos de fenilcetonúri-
cos.
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Figura2:Principais CaminhosdeCatabolizaçãodeFenilalanina
Transcrito de ScriverC.H., KaufmanS.,WooS.L.C. emTheMetabolicBasis
of Inherited Disease, pág.499, Mc Graw-Hill

Figura 3: Etapas Seqüenciais
para aObtençãodeHidrolisado
Enzimático

A alteração da homeostase me-
tabólica traz sérias conseqüências
neurológicas. De forma geral, ob-
serva-se um bloqueio no desenvol-
vimento do sistema nervoso cen-
tral (Ionasescu & Zellweger, 1983).
Além disso, a doença é acompa-
nhada por diversos tipos de mani-
festações clínicas, convulsões e
outros distúrbios neurológicos e
menor pigmentação da pele e cabe-
los (Scriver et al.; 1989).

Dietoterapia

A PKU é um erro inato do meta-
bolismo dos mais freqüentes. Sua
incidência mundial é, em média,
um caso para 10.000 recém nasci-
dos, podendo atingir, em certos
grupos étnicos, uma criança em
cada 4400 nascimentos (Mira &
Marquez, 2000).

Foi o primeiro erro genético tra-
tado eficientemente por dietotera-
pia. O tratamento dietoterápico
evita o retardo cerebral, se introdu-
zido até o 3O mês de vida do recém-
nascido (Smith, 1985 e Trefz et al.,
1993), e previne o estabelecimento
do retardo em fetos de mães porta-
doras de hiperfenilalaninemias
(Theile et al., 1989 e Hashishe,
1992). Se a introdução da dietotera-
pia for tardia, observa-se apenas a
melhoria de alguns dos sintomas

(Bickel et al., 1953; Koch et al.,
1967 e Weglage et al., 1993).

Este tipo de tratamento foi pro-
posto por Bickel e colaboradores
que relataram a utilização de hidro-
lisado ácido de caseína com baixo
teor de Phe como dietoterapia para
os portadores desta doença (Bickel
et al., 1953). Esta dieta permitiu
não só a diminuição da concentra-
ção de Phe plasmática, como tam-
bém a melhoria de distúrbios com-
portamentais que ocorrem em al-
guns pacientes.

Considerando a facilidade de
diagnóstico, programas de rastrea-
mento neonatal são recomendados
porque possibilitam a detecção pre-
coce da doença e seu tratamento
imediato, prevenindo a lesão cere-
bral (Rylance, 1989; Slijper et al.,
1989; Berry et al., 1967 e Smith &
Wolff, 1974). A metodologia para
rastreamento em grande escala foi
desenvolvida e aperfeiçoada (Gu-
thrie & Susi, 1963 e Efron et al.,
1964), possibilitando que, atual-
mente no Brasil, o �teste do pezi-
nho� seja obrigatório para a pre-
venção da fenilcetonúria e de ou-
tras aminoacidopatias (Scriver et
al., 1964).

A dieta é restritiva apenas em
relação a Phe, não afetando outros
aminoácidos, especialmente os es-
senciais. Hoje, aceita-se que os ní-

veis plasmáticos de Phe sejam
mantidos entre 2 a 10 mg/dL (Ber-
ry et al., 1967; Caballero, 1985 e
Gerdes et al., 1990). No início da
implantação dos programas de
tratamento, os níveis aceitáveis
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Figura4:Perfis de fracionamentoemSephadex
G-25 de SCI nos vários tempos de hidrólise: (a)
24 horas; (b) 48 horas; (c) 72 horas e (d) 96
horas. Coluna: 100 x 1 cm. Eluente: Tampão
TRIS 0,1M pH 8,1 contendo NaCl 0,1M; Fluxo:
25 ml/h. Entre as setas está indicada o limite
inicial e final da fração 3

eram de 1 mg/dL.
Na dieta prescrita na infân-

cia, 69 - 90% da proteína provê-
em de preparações com baixos
teores de Phe. Os demais nutri-
entes necessários, como sais
minerais e vitaminas podem ser
fornecidos no produto, ou atra-
vés de alimentos naturais (Hunt
et al., 1971). Uma revisão re-
cente sobre as hiperfenilalani-
nemias pode ser encontrada em
Mira & Marquez, 2000.

Apesar de existir diversas
formulações disponíveis no
mercado, na literatura encon-
tram-se poucas referências so-
bre patentes para este tipo de
produto (Schunichi et al., 1992;
Wachtel et al., 1992 e Outinen
et al., 1993) e sobre pesquisas
realizadas (Yamshita et al., 1976
e Lopes-Bajonero et al., 1991).
Atualmente, existem dois tipos
de produtos que são utilizados
para a dietoterapia: mistura de
aminoácidos e hidrolisados pro-
téicos. As misturas de aminoá-
cidos foram adotadas a partir
da década de 80. Elas contêm
todos os aminoácidos em pro-
porções recomendadas pela
FAO, mas são isentas de Phe.
Os hidrolisados protéicos po-
dem ser obtidos por hidrólise
ácida ou por hidrólise enzimá-
tica. Alguns pesquisadores
apontam os hidrolisados enzi-
máticos como os mais adequa-
dos para o tratamento porque
são de mais fácil absorção (Silk
et al., 1973), não promovem
aumento na tonicidade do meio
(Adibi, 1991) e preservam as
propriedades organolépticas
(Mira & Marquez, 2000).

Foi desenvolvida, com su-
cesso, por nosso grupo uma
metodologia para a produção
de farinha dietoterápica, a par-
tir de hidrolisado ácido (total)
de caseína (Vasconcellos et al.,
1989 e 1992).

Neste trabalho objetivou-se
o desenvolvimento de metodo-
logia para estudo e preparação
de hidrolisados, utilizando en-
zimas.

Metodologia aplicada para
confecção do hidrolisado

parcial de Caseína.

A caseína para a confecção
do hidrolisado enzimático foi
gentilmente cedida pelo Labo-
ratório Rodolfo Albino da Fa-
culdade de Farmácia da Univer-
sidade Federal Fluminense. As
resinas, Sephadex G-25 e G-15,
e as enzimas Pepsina e Prona-
se-E foram adquiridas de Sigma
Chemical Co. Os demais rea-
gentes foram de grau analítico.

A abordagem experimental
adotada está esquematizada na
Figura 3.

Hidrólise péptica da Caseína:

A uma suspensão de caseína
1% (p/v) em HCl 0,01N foi adi-
cionada pepsina até concentra-
ção final de 1 mg%. A digestão
ocorreu a 37°C e foi acompa-
nhada durante 144 horas. A con-
centração de proteínas foi de-
terminada pelo método de Lo-
wry et al., 1951 e o de grau de
hidrólise, de acordo com Ya-
mashita et al., 1976.

Os resultados demonstram
que não houve alteração signi-
ficativa no grau de hidrólise
após 24 h. O valor médio alcan-
çado foi de 72% e é semelhante
ao obtido por Yamashita et al.,
1976, tanto para concentrado
protéico de peixe quanto para
proteína de soja. Entretanto, não
se pôde assegurar, apenas atra-
vés desta técnica, que não haja
mais reação após 24 h. Para
verificar o prosseguimento da
hidrólise em tempos superiores
a 24 horas, os hidrolisados fo-
ram submetidos a filtração em
gel. Os produtos provenientes
dos diferentes tempos de hidró-
lise (SCI) foram centrifugados a
2000 g por 15 min. e os precipi-
tados lavados com 15 mL de
HCl 0,01N. Os sobrenadantes,
incluindo as águas de lavagem,
foram liofilizados, re-suspensos
em tampão TRIS 0,1M pH 8,1
contendo sacarose 10% (p/v).
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Figura 5: (a) Percentuais de aminoácidos presentes
em cada fração de SCII 5,7 e 7,0. Determinados
através da reação com ninidrina. Em (a) o valor de
100% foi assumido como total recuperado do
fracionamento. Em (b) percentual de Phe presente
em cada fração de SC II 5,7 e 7,0; o valor de 100% foi
assumido como presente em SC I

Uma alíquota, correspon-
dente à cerca de 2 mg, foi
aplicada em coluna conten-
do Sephadex G-25. Os perfis
obtidos foram divididos em
frações: Fração 1 - Zona de
exclusão, Fração 2 - Zona de
fracionamento, Fração 3 -
Zona de retenção máxima e,
por fim, Fração 4 - Zona de
adsorção. Esta última foi de-
terminada pela aplicação e
posterior eluição de uma so-
lução contendo Phe (100
mM), Tyr (75 mM) e Trp
(75mM). E mostraram que a
hidrólise de fato ocorre além
de 72 horas. (Figuras 4 a, b,
c e d). Estes resultados reve-
lam também que SCI-72h e
SCI-96h são somente distin-
tos na relação de conteúdo
de massa das frações corres-
pondente a peptídeos com
PMs menores que 1,5 kDa
(volume de eluição superior
a 60 mL) e à correspondente
a aminoácidos aromáticos e
peptídeos que são adsorvi-
dos pela resina (volume de
eluição superior a 73 mL).

Considerando que SCI,
seria submetido à outra eta-
pa de hidrólise, o tempo de
72 horas foi escolhido como
condição ideal de digestão
com pepsina.

Hidrólise com Pronase�E:

A Pronase-E consiste de uma
mistura de 11 diferentes proteases,
incluindo exopeptidases. Yamashi-
ta et al., em 1976, mostraram que a
Pronase obtida de Kagem Kagaku
Co (Japão) exibe maior atividade
exopeptidásica em condição leve-
mente ácida (pH 6-7). Experimen-
tos foram realizados para testar se
a pronase-E (Sigma Chemical Co.)
apresentava o mesmo tipo de com-
portamento. A hidrólise foi realiza-
da em pHs diferentes, visando o
aumento das atividades exopepti-
dásicas.

O hidrolisado SCI-72, na con-
centração de 0,65% (p/v), foi solu-
bilizado em tampão fosfato 0,05 M

em pH 5,7 e 7,0 e incubado com
pronase-E, na concentração final
de 3,34 % (p/v) por 5 horas a 37o C.
A hidrólise foi interrompida e os
produtos, denominados SCII, fo-
ram liofilizados, ressuspensos em
uma solução de ácido acético 1%
(v/v) e aplicados em coluna Sepha-
dex G-15, previamente calibrada.
Os perfis do fracionamento de SCII-
5,7 e SCII-7,0 em Sephadex G-15,
foram divididos em quatro regiões
(1: Exclusão; 2: Fracionamento; 3:
Retenção máxima e 4: Retenção de
aromáticos � conforme o fraciona-
mento em Sephadex G-25). O per-
centual de aminoácidos presente
em amostras de cada uma destas
frações e também em SCI-72h foi
determinado pelo método da nini-
drina (Spackman, et al, 1958). A
Phe presente em cada uma das

frações foi quantificada por
método fluorométrico (Mc-
Caman & Robbins, 1962)
(Figura 5 a e b). A análise
indica que a Pronase - E tem
maior atividade proteolíti-
ca em pH 7,0 como se pode
notar pela diminuição do
teor de aminoácidos da Fra-
ção I. Neste pH parece ha-
ver uma atuação mais efeti-
va da atividade exopepti-
dásica como se pode cons-
tatar pelo enriquecimento
da Fração IV (zona de ad-
sorção).

Análises das composi-
ções em aminoácidos livres
e totais das diferentes regi-
ões foram realizadas em
amostras não hidrolisadas
e hidrolisadas com HCl 6N
a 110°C por 24 horas. Estas
amostras foram analisadas
por análise diferencial, em
analisador de aminoácidos
no Centro Interdepartamen-
tal de Química de Proteínas
(USP, Ribeirão Preto, SP,
Brasil).

A Figura 6 mostra que
em pH 7,0, 7,67% dos ami-
noácidos totais estão livres,
enquanto que, em pH 5,7,
apenas 1,39% deles estão
livres. A Phe total presente,

quantificada por método fluoromé-
trico, foi 28,85% em pH 7,0 e ape-
nas 8,52% em pH 5,7.

Os experimentos de hidrólise
foram realizados em pH 5,7, 6,0,
6,4, 7,0 e 7,5 e quantificados por
análise diferencial que demonstra-
ram que em pH 7,0 há maior libera-
ção de Phe livre (na Figura 6 cons-
tam apenas os resultados obtidos
em pHs 5,7 e 7,0). Os resultados
indicam que a pronase-E da Sigma
apresenta maior atividade endo-
peptidásica (diminuição do teor de
aminoácidos da Fração I) e exopep-
tidásica (enriquecimento da Fração
IV) em pH 7,0.

Na caseína, alguns dos resíduos
de Phe estão ligados a prolina
(Pro). Este tipo de ligação é resis-
tente à hidrólise catalisada pela
maioria das proteases (Heinrikson,
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Figura6:AnáliseDiferencial de aminoácidos emanalisador de aminoácidos

1977). Se esta seqüência Phe-Pro
estiver presente em um peptídeo
de alto PM, este provavelmente não
será retido por adsorção, por outro
lado, haverá adsorção se esta se-
qüência estiver presente em peptí-
deo de baixo PM. Portanto, um
procedimento para obter peptíde-
os com menor PM seria mais apro-
priado ao objetivo do trabalho.

Cromatografia de adsorção
em Amberlite XAD � 4:

Um volume de 10 mL do produ-
to da dupla hidrólise (Fração 1),
contendo cerca de 450 mg, foi apli-
cado à coluna contendo a resina
XAD-4. O procedimento ocorreu,
como descrito por Vasconcellos et
al., 1992. A análise, feita a partir do
fracionamento obtido, permitiu que
o eluato fosse dividido em três
regiões. Estas, foram liofilizadas,
re-suspensas em água destilada e
submetidas à análise de aminoáci-
dos. A análise demonstrou que as
regiões �A�, �B�, �C� continham
88%, 12% e 54%, respectivamente,
do total de massa recuperado. Na
região �A�, o teor de Phe corres-
pondeu a 0,9% do total de aminoá-
cidos. A eficiência de adsorção da
coluna em relação a Phe foi de
62,5%. Entretanto, o teor de Phe
nesta região é ainda elevado para o
propósito dietoterápico (dados não
mostrados). A aplicação de uma
recromatografia é necessária.

Considerações finais:

A incubação por 72 h com pep-
sina foi suficiente para que 50% da
massa de caseína utilizada apre-
sentasse peptídeos com PM entre 5
e 10 kDa e 20% apresentasse PM <
1 kDa.

A enzima pronase-E apresentou
maior atividade exopeptidásica em
pH 7,0, como pode ser verificado
pelo enriquecimento na região de
adsorção. Neste pH, 29% da Phe
presente foi liberada como amino-
ácido livre.

A cromatografia de adsorção,
realizada em coluna contendo a

resina Amberlite XAD-4, demons-
trou uma eficiência de 62,5%. Este
resultado é indicativo de que os
peptídeos resultantes da dupla hi-
drólise atingiram um PM adequado
para aplicação da metodologia.
Pode-se verificar também que a efi-
ciência de adsorção em relação a
Phe foi semelhante àquela obser-
vada na adsorção de Phe presente
em hidrolisados ácidos de caseína
(Vasconcellos et al., 1989 e 1992).
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