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Hiperfenilalaninemias
e suas caracteristicas

A Fenilalanina (Phe) é um ami-
noacido essencial a alimentacdo
humana (Knox, 1972). Os disttrbi-
os na sua hidroxilacio constituem
um grupo de erros inatos do meta-
bolismo denominado hiperfenila-
laninemias.

As hiperfenilalaninemias podem
ser divididas em trés grandes gru-
pos: o 1° esta relacionado a defici-
éncia na atividade da enzima Feni-
lalanina Hidroxilase (PAH), que ca-
talisa a 12 etapa da catabolizacao
de Phe, isto é, sua conversio a
tirosina (Tyr) (Figura 1). Esta enzi-
ma tem como substratos, além de
Phe, o Oxigénio e como co-fator
tetrahidropterina (BH4) (Figura 1).
Este primeiro grupo ¢ subdividido
em trés sub-grupos em funcao do
nivel de atividade de PAH presen-
te.

A Fenilcetonduria Classica (PKU),
primeira hiperfenilalaninemia iden-
tificada e caracterizada como uma
doenca transmitida geneticamente,
pertence a este grupo, sendo uma
disfunciao relacionada com muta-
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¢oes no cromossoma 12 (locus PAH)
que acarretam auséncia total da
atividade da enzima (PAH) ou resi-
dual de até 5%; associada com altas
concentracoes plasmaticas de Phe
(= 1.200 pmol/L) (Mira & Marquez,
2000).

O 2° e 3° grupo estao relaciona-
dos a deficiéncia na atividade das
enzimas que catalisam a regenera-
cio e a biossintese do co-fator,
respectivamente. Conhecida com
PKU atipica ou hiperfenilalanine-
mia nido fenilcetondrica (Mira &
Marquez, 2000).

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

A Phe pode ser convertida em
outros derivados, a partir da rea-
c¢io de transaminacio, levando 2a
formacao do acido fenilpirivico
(Figura 2), metabodlito presente na
urina poucas semanas apos o nas-
cimento nos casos de fenilcetontri-
Cos.
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Transcrito de Thomas M. Devlin, em Textbook of Biochemistry with clinical
correlations, Copyright © 1997 Wiley-Liss, Inc.

Figura 1: Esquema de rea¢io da conversao de Phe em Tyr por agido da
enzima fenilalanina hidroxilase (PAH), coenzima tetrahidropterina (ou

tetrahidrofolato) e co-substrato O,
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Figura 2: Principais Caminhos de Catabolizacao de Fenilalanina
Transcrito de Scriver C.H., Kaufman S., Woo S.L.C. em The Metabolic Basis
of Inherited Disease, pdg.499, Mc Graw-Hill

A alteracio da homeostase me-
tabodlica traz sérias conseqiiéncias
neuroldgicas. De forma geral, ob-
serva-se um bloqueio no desenvol-
vimento do sistema nervoso cen-
tral (Ionasescu & Zellweger, 1983).
Além disso, a doenca é acompa-
nhada por diversos tipos de mani-
festacdes clinicas, convulsdes e
outros distirbios neurologicos e
menor pigmentacao da pele e cabe-
los (Scriver et al.; 1989).

Dietoterapia

A PKU ¢ um erro inato do meta-
bolismo dos mais freqiientes. Sua
incidéncia mundial é, em média,
um caso para 10.000 recém nasci-
dos, podendo atingir, em certos
grupos €tnicos, uma crianca em
cada 4400 nascimentos (Mira &
Marquez, 2000).

Foi o primeiro erro genético tra-
tado eficientemente por dietotera-
pia. O tratamento dietoterdpico
evita o retardo cerebral, se introdu-
zido até o 3° més de vida do recém-
nascido (Smith, 1985 e Trefz et al.,
1993), e previne o estabelecimento
do retardo em fetos de maes porta-
doras de hiperfenilalaninemias
(Theile et al, 1989 e Hashishe,
1992). Se a introducio 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 utilizacao de hidro-
lisado acido de caseina com baixo
teor de Phe como dietoterapia para
os portadores desta doenca (Bickel
et al, 1953). Esta dieta permitiu
nao s6 a diminuicao da concentra-
¢do de Phe plasmitica, como tam-
bém a melhoria de distarbios com-
portamentais que ocorrem em al-
guns pacientes.

Considerando a facilidade de
diagnoéstico, programas de rastrea-
mento neonatal sao recomendados
porque possibilitam a deteccio pre-
coce da doenca e seu tratamento
imediato, prevenindo a lesao 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 aperfeicoada (Gu-
thrie & Susi, 1963 e Efron et al.,
1964), possibilitando que, atual-
mente no Brasil, o “teste do pezi-
nho” seja obrigatério para a pre-
vencao da fenilcetontria e de ou-
tras aminoacidopatias (Scriver et
al., 1964).

A dieta é restritiva apenas em
relacao a Phe, nio afetando outros
aminodcidos, especialmente os es-
senciais. Hoje, aceita-se que os ni-

Matéria
Prima
(Caseina)

Tratamento com
PEPSINA

G

Tratamento com
Pronase - E

SC 11

Cromatografia de
adsor¢ao em Amberlite
XAD -4

Hidrolisado parcial de
caseina com baixo teor de
Phe

Figura 3: Etapas Sequenciais
paraa Obtencio de Hidrolisado
Enzimatico

veis plasmaticos de Phe sejam
mantidos entre 2 a 10 mg/dL (Ber-
ry et al., 1967; Caballero, 1985 e
Gerdes et al., 1990). No inicio da
implantacio dos programas de
tratamento, 0os niveis aceitaveis
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eram de 1 mg/dL.

Na dieta prescrita na infan-
cia, 69 - 90% da proteina prové-
em de preparagoes com baixos
teores de Phe. Os demais nutri-
entes necessarios, como sais

minerais e vitaminas podem ser A

fornecidos no produto, ou atra-
vés de alimentos naturais (Hunt
et al., 1971). Uma revisao re-
cente sobre as hiperfenilalani-
nemias pode ser encontrada em
Mira & Marquez, 2000.

Apesar de existir diversas
formulacdes disponiveis no
mercado, na literatura encon-
tram-se poucas referéncias 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 sao utilizados
para a dietoterapia: mistura de
aminodcidos e hidrolisados pro-
téicos. As misturas de aminoa-
cidos foram adotadas a partir
da década de 80. Elas contém
todos os aminodcidos em pro-
por¢cdes recomendadas pela
FAO, mas sao isentas de Phe.
Os hidrolisados protéicos po-
dem ser obtidos por hidrolise
acida ou por hidrdlise enzima-
tica. Alguns pesquisadores
apontam os hidrolisados enzi-
maticos como os mais adequa-
dos para o tratamento porque
sdo de mais facil absor¢do (Silk
et al., 1973), nio promovem
aumento na tonicidade do meio
(Adibi, 1991) e preservam as
propriedades organolépticas
(Mira & Marquez, 2000).

Foi desenvolvida, com su-
Cesso, POr Nnosso grupo uma
metodologia para a producio
de farinha dietoterapica, a par-
tir de hidrolisado acido (totaD
de caseina (Vasconcellos et al.,
1989 e 1992).

Neste trabalho objetivou-se
o desenvolvimento de metodo-
logia para estudo e preparagio
de hidrolisados, utilizando en-
zimas.
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Figura 4: Perfis de fracionamento em Sephadex
G-25 de SCI nos varios tempos de hidrolise: (a)
24 horas; (b) 48 horas; (¢) 72 horas e (d) 96
horas. Coluna: 100 x 1 cm. Eluente: Tampao
TRIS 0,1M pH 8,1 contendo NacCl 0,1M; Fluxo:
25 ml/h. Entre as setas esta indicada o limite
inicial e final da fracao 3
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Metodologia aplicada para
confeccio do hidrolisado
parcial de Caseina.

A caseina para a confeccio
do hidrolisado enzimatico foi
gentilmente cedida pelo Labo-
ratério Rodolfo Albino da Fa-
culdade de Farmicia 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 analitico.

A abordagem experimental
adotada estd esquematizada na
Figura 3.

Hidrolise péptica da Caseina:

A uma suspensao de caseina
1% (p/v) em HCI 0,01N foi adi-
cionada pepsina até concentra-
cao final de 1 mg%. A digestio
ocorreu a 37°C e foi acompa-
nhada durante 144 horas. A con-
centracao de proteinas foi de-
terminada pelo método de Lo-
wry et al., 1951 e o de grau de
hidrélise, de acordo com Ya-
mashita et al., 1976.

Os resultados demonstram
que nao houve alteracao signi-
ficativa no grau de hidrolise
ap6s 24 h. O valor médio alcan-
cado foi de 72% e é semelhante
ao obtido por Yamashita et al.,
1976, tanto para concentrado
protéico de peixe quanto para
proteina de soja. Entretanto, nio
se pode assegurar, apenas atra-
vés desta técnica, que nao haja
mais reacao apods 24 h. Para
verificar o prosseguimento da
hidrélise em tempos superiores
a 24 horas, os hidrolisados fo-
ram submetidos a filtracio em
gel. Os produtos provenientes
dos diferentes tempos de hidro-
lise (SCD foram centrifugados a
2000 g por 15 min. e os precipi-
tados lavados com 15 mL de
HCI 0,01N. Os sobrenadantes,
incluindo as 4dguas de lavagem,
foram liofilizados, re-suspensos
em tampdo TRIS 0,1M pH §,1
contendo sacarose 10% (p/v).



Uma aliquota, correspon-
dente a cerca de 2 mg, foi
aplicada em coluna conten-
do Sephadex G-25. Os perfis
obtidos foram divididos em
fracoes: Fracdo 1 - Zona de
exclusio, Fraciao 2 - Zona de
fracionamento, Fracio 3 -
Zona de reten¢io maxima e,
por fim, Fracio 4 - Zona de
adsorcio. Esta ltima foi de-
terminada pela aplicacdo e
posterior eluicao de uma so-

A%

fracoes foi quantificada por

Fragoes

SCl-72h
E SClpH5,7
SCllpH7

método fluorométrico (Mc-
Caman & Robbins, 1962)
(Figura 5 a e b). A anilise
indica que a Pronase - E tem
maior atividade proteoliti-
ca em pH 7,0 como se pode
notar pela diminuicao do
teor de aminodcidos da Fra-
¢do L. Neste pH parece ha-
ver uma atuacio mais efeti-
va da atividade exopepti-
dasica como se pode cons-

lucio contendo Phe (100

tatar pelo enriquecimento

mM), Tyr (75 mM) e Trp
(75mM). E mostraram que a
hidrdlise de fato ocorre além
de 72 horas. (Figuras 4 a, b,
c e d). Estes resultados reve-
lam também que SCI-72h e B %
SCI-96h siao somente distin-
tos na relacao de conteudo
de massa das fracoes corres-
pondente a peptideos com
PMs menores que 1,5 kDa
(volume de elui¢cao superior

da Fracio IV (zona de ad-

45
40
35 |
30 |
25
20
15
10

B SCIl pH5,7

B SCIl pH7,0

Fragoes

SOr¢ao).

Andlises das composi-
¢oes em aminodcidos livres
e totais das diferentes regi-
Oes foram realizadas em
amostras nao hidrolisadas
e hidrolisadas com HCIl 6N
a 110°C por 24 horas. Estas
amostras foram analisadas

4 por andlise diferencial, em

analisador de aminodacidos

a 60 mL) e a correspondente
a aminodcidos aromdticos e
peptideos que siao adsorvi-
dos pela resina (volume de
eluicao superior a 73 mL).

Considerando que SCI,
seria submetido a outra eta-
pa de hidrdlise, o tempo de
72 horas foi escolhido como
condicio ideal de digestao
com pepsina.

Hidrolise 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 (Japao) exibe maior atividade
exopeptiddsica em condicao leve-
mente acida (pH 6-7). Experimen-
tos foram realizados para testar se
a pronase-E (Sigma Chemical Co.)
apresentava o mesmo tipo de com-
portamento. A hidrdlise foi realiza-
da em pHs diferentes, visando o
aumento das atividades exopepti-
dasicas.

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

Figura 5: (a) Percentuais de aminoacidos presentes
em cada fracao de SCII 5,7 e 7,0. Determinados
através da reacao com ninidrina. Em (a) o valor de
100% foi assumido como total recuperado do
fracionamento. Em (b) percentual de Phe presente
em cada fracio de SCII 5,7 e 7,0; o valor de 100% foi
assumido como presente em SC I

em pH 5,7 e 7,0 e incubado com
pronase-E, na concentracio final
de 3,34 % (p/v) por 5 horas a 37° C.
A hidrdlise foi interrompida e os
produtos, denominados SCII, fo-
ram liofilizados, ressuspensos em
uma solucio de acido 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 regides
(1: Exclusio; 2: Fracionamento; 3:
Retencao maxima e 4: Retencdo de
aromdticos — conforme o fraciona-
mento em Sephadex G-25). O per-
centual de aminodcidos presente
em amostras de cada uma destas
fracoes e também em SCI-72h foi
determinado pelo método da nini-
drina (Spackman, et al, 1958). A
Phe presente em cada uma das
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no Centro Interdepartamen-
tal de Quimica de Proteinas
(USP, Ribeirao Preto, SP,
Brasil).

A Figura 6 mostra que
em pH 7,0, 7,67% dos ami-
noacidos totais estdo livres,
enquanto que, em pH 5,7,
apenas 1,39% deles estao
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 hidrolise
foram realizados em pH 5,7, 6,0,
6,4, 7,0 e 7,5 e quantificados por
andlise diferencial que demonstra-
ram que em pH 7,0 hd maior libera-
¢ao 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-
peptidasica (diminuicao do teor de
aminodcidos da Fracao D) e exopep-
tidasica (enriquecimento da Fracio
IV) em pH 7,0.

Na caseina, alguns dos residuos
de Phe estao ligados a prolina
(Pro). Este tipo de ligacio é resis-
tente a hidrolise catalisada pela
maioria das proteases (Heinrikson,
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1977). Se esta sequéncia Phe-Pro
estiver presente em um peptideo
de alto PM, este provavelmente nao
serd retido por adsorcido, por outro
lado, havera adsorcio se esta se-
quéncia estiver presente em pepti-
deo de baixo PM. Portanto, um
procedimento para obter peptide-
os com menor PM seria mais apro-
priado ao objetivo do trabalho.

Cromatografia de adsorcio
em Amberlite XAD — 4:

Um volume de 10 mL do produ-
to da dupla hidrélise (Fracao 1),
contendo cerca de 450 mg, foi apli-
cado a coluna contendo a resina
XAD-4. O procedimento ocorreu,
como descrito por Vasconcellos et
al., 1992. A anilise, feita a partir do
fracionamento obtido, permitiu que
o eluato fosse dividido em trés
regides. Estas, foram liofilizadas,
re-suspensas em agua destilada e
submetidas a andlise de amino4ci-
dos. A andlise demonstrou que as
regides “A”, “B”, “C” continham
88%, 12% e 54%, respectivamente,
do total de massa recuperado. Na
regido “A”, o teor de Phe corres-
pondeu a 0,9% do total de aminod-
cidos. A eficiéncia de adsorcao da
coluna em relacio a Phe foi de
62,5%. Entretanto, o teor de Phe
nesta regiao é ainda elevado para o
propésito dietoterdpico (dados nao
mostrados). A aplicacao de uma
recromatografia é necessaria.

Consideracgoes finais:

A incubac¢ido por 72 h com pep-
sina foi suficiente para que 50% da
massa de caseina utilizada apre-
sentasse peptideos com PM entre 5
e 10 kDa e 20% apresentasse PM <
1 kDa.

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

A cromatografia de adsorc¢io,
realizada em coluna contendo a

30 % aas totais livres
— % Phe livre em relagdo a Phe total ] i
25 J % Phe livre em relagdo aos aas totais
% Phe livre em relagdo aos aas totais livres
' [ % Phe total emrelagdo aos aas totais

20
1s)
101

5

0 T T

SCI-72

SCII-pH5,7

SCII-pH7

Figura 6: Anilise Diferencial de aminoacidos em analisador de aminoacidos

resina Amberlite XAD-4, demons-
trou uma eficiéncia de 62,5%. Este
resultado € indicativo de que os
peptideos resultantes da dupla hi-
drolise atingiram um PM adequado
para aplicacio da metodologia.
Pode-se verificar também que a efi-
ciéncia de adsor¢io em relacio a
Phe foi semelhante aquela obser-
vada na adsor¢ao de Phe presente
em hidrolisados acidos de caseina
(Vasconcellos et al., 1989 e 1992).
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