AVALIACAO DE PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO EM CULTURA PRIMARIA
DE ASTROCITOS CORTICAIS DE RATOS TRATADOS COM FENILALANINA
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INTRODUCAO

A fenilcetonuria (PKU) é o mais comum erro inato do metabolismo. E causada pela deficiéncia da
atividade da enzima fenilalanina hidroxilase (PAH) ou seu cofator, a tetrahidrobiopterina (BH4),
causando o acumulo de fenilalanina (PHE), por nao se transformar em tirosina, e formando
fenilcetonas por rotas metabdlicas alternativas.

Se nao houver um tratamento precoce, pacientes fenilcetonuricos desenvolvem graus variaveis [

de danos neurologicos, mas os mecanismos pelos quais a fenilalanina provoca lesao cerebral ainda

nao estao completamente elucidados. Estudos apontam o envolvimento do estresse oxidativo na

fisiopatologia da fenilcetonduria.
Estresse oxidativo pode ser compreendido como o desequilibrio entre a formacao e a remocao

dos radicais livres no organismo, decorrente do aumento da geracao de espécies oxidantes,

PKU

da

diminuicao dos antioxidantes enddogenos ou ambos, causando acumulo de espécies reativas que
podem gerar dano ao DNA, lipidios e proteinas celulares.
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OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da fenilalanina sobre alguns parametros de estresse oxidativo o (atividade das enzimas catalase (CAT),
superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), oxidacao de grupos sulfidrilas (SH), oxidacao de DCFH (DCF)) e viabilidade celular pelo ensaio com
MTT em cultura primaria de astrocitos corticais de ratos Wistar.

METODOLOGIA

Ratos Wistar 0-2 dias

Cultura primaria de
astrocitos do cortex

totais dosadas

GPx

CAT Parametros
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|| Proteinas
| método de Lowry et al.
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como padrao.
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(1951), |

Solubilizado em DMSO
[(ABS 560nm)-(ABS 650nm)]

Culturas mantidas
em 5% CO,, 372C
até confluéncia

Tratamento 72 horas

Células coletadas por
raspagem com 300ul de
tamp3ao PBS

o

MTT 200ug/ml
1 hora - 5% CO, 37C
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‘- PHE 1,0mM

‘ PHE 1,5mM
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-4 dias

Ap0s confluéncia

RESULTADOS
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Efeito do tratamento de fenilalanina (PHE)
nas concentracdes de 0.5, 1.0 e 1.5 mM
sobre a atividade da enzima CAT em
cultura de astrdcitos corticais. Resultados
sao expressos em unidades de CAT por mg
de proteina. Os dados sdao apresentados
em média + desvio padrdao para n=8. Os
dados foram analisados por ANOVA de 1
via, seguida de teste de Tukey. * p < 0,05
comparados com o controle.
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Efeito do tratamento de fenilalanina (PHE)
nas concentragcdes de 0.5, 1.0 e 1.5 mM
sobre a atividade da enzima SOD em
cultura de astrdcitos corticais. Resultados
sao expressos em unidades de SOD por mg
de proteina. Os dados sdao apresentados
em média + desvio padrdao para n=8. Os
dados foram analisados por ANOVA de 1
via, seguida de teste de Tukey.

** p < 0,01 comparado com o controle.

U/ mg proteina

GPx
30-
T
204 %
=T
10
0 . .
b Q{‘?
&
'
PHE {mM)

Efeito do tratamento de fenilalanina (PHE)
nas concentracdes de 0.5, 1.0 e 1.5 mM
sobre a atividade da enzima GPx em
cultura de astrécitos corticais. Resultados
sdo expressos em unidades de GPx por mg
de proteina. Os dados sdao apresentados
em média * desvio padrao para n=8. Os
dados foram analisados por ANOVA de 1
via, seguida de teste de Tukey.
*p<0,05
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Efeito do tratamento de fenilalanina (PHE)
nas concentracdes de 0.5, 1.0 e 1.5 mM
sobre o conteudo total de grupos tidis
medidos por sulfidrilas em cultura de
astrocitos  corticais.  Resultados  sao
expressos em mmol de TNB por mg de
proteina. Os dados sdo apresentados em
média *+ desvio padrdo para n=6. Os dados
foram analisados por ANOVA de 1 via,
seguida de teste de Tukey. * p < 0,05; ** p <
0,01. comparados com o controle

CONCLUSAO
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Efeito do tratamento de fenilalanina
(PHE) nas concentracdes de 0.5, 1.0 e
1.5 mM sobre o contelido total de
grupos tiois medidos por sulfidrilas em
cultura de  astrdcitos  corticais.
Resultados sao expressos em nmol de
DCF por mg de proteina. Os dados sao
apresentados em média * desvio
padrdao para n=6. Os dados foram
analisados por ANOVA de 1 via, seguida
de teste de Tukey. *** p < 0,001
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Efeito do tratamento de fenilalanina (PHE)
nas concentacdes de 0.5, 1.0 e 1.5 mM
sobre a viabilidade celular em cultura de
astrocitos  corticais. Resultados sao
expressos em porcentagem, considerando
o controle como 100%. Os resultados sao
apresentados em média + desvio padrao
para n=8. Os dados foram analisados por
ANOVA de 1, seguida de teste de Tukey.
**¥* p<0,001

A Phe reduziu significativamente a viabilidade celular em todas as doses testadas. Além disso, a Phe aumentou significativamente a atividade da CAT nas
doses de 1,0 e 1,5 mM, a atividade da SOD na dose de 1,5mM e a atividade da GPx em todas as doses. A Phe também aumentou significativamente o
conteudo total de grupos tidlicos totais nas concentracdoes de 1,0 e 1,5 mM e aumentou a oxidacao de DCFH nas trés doses de Phe testadas. Estes resultados
sugerem gue o estresse oxidativo induzido pela Phe pode ser a causa da morte celular de astrocitos corticais, que pode participar do processo que provoca
lesOes irreversiveis em pacientes que nao seguiram o tratamento adequado.
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