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Resumo 

A fenilcetonúria é um dos mais comuns erros inatos do metabolismo, 

caracterizada por uma deficiência ou uma menor atividade da enzima fenilalanina 

hidroxilase, responsável pela hidroxilação irreversível da fenilalanina em tirosina. Essa 

deficiência enzimática leva a um quadro de hiperfenilalanina, característico desta doença, 

ocasionando o acúmulo de fenilalanina em diferentes tecidos corporais. Quando não 

diagnosticada precocemente, a criança com fenilcetonúria apresenta um quadro clínico 

caracterizado por microcefalia, retardo mental grave e epilepsia. Estudos em culturas de 

células neuronais observaram que a fenilalanina causa alterações na transmissão sináptica 

glutamatérgica, o que foi relacionado com as alterações cerebrais características de 

pacientes fenilcetonúricos não tratados. Entretanto, nenhum estudo em modelo in vivo foi 

realizado para elucidar a participação dos astrócitos, o principal tipo celular responsável 

pela remoção do glutamato da fenda sináptica, nesse processo de toxicidade. Outros 

fatores observados na doença são um aumento sérico de S100B em pacientes, bem como 

um aumento de GFAP, observado em cerebelo de camundongos hiperfenilalaninêmicos. 

O treinamento físico impediu o aumento do estresse oxidativo em modelo animal de 

hiperfenilalaninemia, além de impedir a diminuição da concentração de triptofano 

cerebral causada pela indução do modelo. Considerando os efeitos da fenilcetonúria no 

sistema nervoso central e a falta de estudos sobre o papel dos astrócitos nessa doença, 

bem como o possível potencial terapêutico do treinamento físico, o objetivo deste estudo 

foi avaliar as funções astrocitárias, incluindo o metabolismo glutamatérgico e proteínas 

específicas como a S100B e a GFAP, em um modelo de hiperfenilalaninemia induzido 

em ratos jovens e a influência do treinamento físico nestes e em animais saudáveis. Foi 

observada uma diminuição na captação de glutamato com consequente aumento na 

concentração de glutamato no líquor dos animais submetidos ao modelo de 

hiperfenialaninemia, sugerindo um quadro de excitotoxicidade. Também foi observada 

uma redução da concentração de S100B no tecido cerebral e aumento da concentração 

dessa proteína no líquor. O treinamento físico, realizado em paralelo com a indução do 

modelo foi capaz de impedir todas essas alterações, exceto pelo aumento de S100B no 

líquor. Além disso, nos animais controle, o treinamento físico também teve efeitos no 

sistema nervoso central, aumentando o conteúdo intracelular de S100B e GFAP. Juntos, 

esses dados sugerem que os astrócitos estão envolvidos na fisiopatologia da fenilcetonúria 

e que o treinamento físico pode ser uma estratégia terapêutica adjuvante para essa doença, 

uma vez que, apesar de não ter normalizado a concentração sérica de fenilalanina, foi 

capaz de exercer um papel protetor no sistema nervoso central. Outro achado relevante 

foi o efeito do exercício físico no sistema nervoso central dos animais jovens, sugerindo 

um aumento do trofismo astrocitário, que pode ser de extrema importância para o 

desenvolvimento cerebral. 
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Abstract 

Phenylketonuria is one of the most common inborn errors of metabolism characterized 

by a deficiency or reduced activity of the enzyme phenylalanine hydroxylase, responsible 

for irreversible hydroxylation of phenylalanine to tyrosine. This enzyme deficiency leads 

to hyperphenylalaninemia, characteristic of this pathology, causing an increase in the 

phenylalanine concentration in different tissues. If not detected early, children with 

phenylketonuria have a clinical condition characterized by microcephaly, severe mental 

retardation and epilepsy. Studies in neuronal cell cultures observed that phenylalanine 

causes changes in glutamatergic synaptic transmission, which has been linked to brain 

changes characteristics of untreated patients. However, there is a lack of information 

about the involvement of astrocytes, the primary cell type responsible for the removal of 

glutamate from the synaptic cleft, in the process of toxicity in animal model. It has been 

observed an increase in serum S100B in patients, and an increase in GFAP measured in 

cerebellum of hyperphenylalaninemic mice. The physical training prevented the oxidative 

stress in an animal model of hyperphenylalaninemia, and the decrease in the concentration 

of brain tryptophan caused by the induction of the model. Considering the effects of 

phenylketonuria in the central nervous system and the lack of studies on the role of 

astrocytes in this pathology as well as the possible therapeutic potential of physical 

training, the objective of this study was to evaluate the astrocytic functions, including 

glutamatergic metabolism and specific proteins as S100B and GFAP, in a 

hyperphenylalaninemic model induced in young rats and the influence of exercise 

training in hyperphenylalaninemic and healthy animals. We observed a decreased 

glutamate uptake with a consequent increase in glutamate concentration in cerebrospinal 

fluid in animals subjected to hyperphenylalaninemic model, suggesting a excitotoxicity 

mechanism. Besides, hyperphenylalaninemic rats showed a reduction of S100B 

concentration in brain tissue and an increase in the concentration of this protein in 

cerebrospinal fluid. Physical training, held in parallel with the induction of the model was 

able to prevent all these changes, except for the increased S100B in cerebrospinal fluid. 

Moreover, in control animals, physical training also had effects on the central nervous 

system, increasing the intracellular content of S100B and GFAP. Together, these data 

suggest that astrocytes are involved in the pathophysiology of phenylketonuria and 

exercise training may be considered a complementary therapeutic strategy since it was 

able to exert a protective role in the central nervous system, even than it was not able to 

normalize serum phenylalanine concentration. Another important finding was the effect 

of exercise on central nervous system of young animals, suggesting an increase in 

astrocytic tropism, which can be extremely important for brain development. 
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1. Introdução 

1.1. Fenilcetonúria  

A fenilcetonúria (PKU) é um dos mais comuns erros inatos do metabolismo, sendo 

registrada na frequência de 1 para cada 10.000 a 15.000 nascimentos (Widaman, 2009). 

Foi descrita pela primeira vez em 1934 pelo médico norueguês Asbjorn Fölling, a partir 

da observação de dois irmãos com retardo mental, que apresentavam odor característico 

na urina e excreção aumentada de ácido fenilpirúvico e fenilalanina (Phe) (Christ, 2003). 

Os níveis elevados de Phe encontrados em pacientes fenilcetonúricos podem ser 

verificados em uma análise quantitativa de seus aminoácidos plasmáticos. Um indivíduo 

com esta doença apresenta concentrações de Phe plasmática superiores a 120 µmol/L (2 

mg/dL) em um estado não tratado (Guttler, 1980). 

 Este erro inato do metabolismo descrito por Asbjorn Fölling é provocado por 

herança genética de um erro no cromossomo 12 (Kohli et al., 2005), onde está localizado 

o gene da enzima fenilalanina hidroxilase (PAH). Esta enzima predominantemente 

presente no fígado – além de ser encontrada nos rins e no pâncreas – é responsável pela 

catálise da hidroxilação irreversível da Phe, um aminoácido essencial, convertendo-a em 

tirosina usando tetrahidrobiopterina (BH4) como cofator. A mutação desta enzima na 

população fenilcetonúrica é responsável por aproximadamente 98% dos casos de 

hiperfenilalaninemias, onde poucos casos são resultantes de deficiências na 

disponibilidade de BH4 (Blau et al., 2010; Harding, 2010). Uma vez que a PKU é 

caracterizada por uma deficiência ou uma menor ativação da enzima PAH, além do 

acúmulo de Phe encontrado em diferentes tecidos corporais, observa-se uma deficiência 

de tirosina e seus derivados (Fernstrom and Fernstrom, 2007). Quando não diagnosticada 

precocemente, a criança com PKU apresenta um quadro clínico caracterizado por 

microcefalia, retardo mental severo e epilepsia (Surtees and Blau, 2000), além de baixa 
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pigmentação cutânea, atraso no crescimento e eczema (Harding, 2010). Mais tarde, entre 

os 20 e 30 anos de idade, ocorre o surgimento ou a progressão da desordem motora 

(Surtees and Blau, 2000).  

 A fim de evitar esses distúrbios, as pessoas que apresentam este erro inato do 

metabolismo adotam uma dieta hipoproteica, especialmente restrita em Phe, para a 

manutenção dos níveis sanguíneos deste aminoácido mais próximos da normalidade, 

evitando os quadros de hiperfenilalaninemia (HPA) característicos desta doença (Zhou et 

al., 2015). Entretanto, a necessidade proteica nutricional e o fato da Phe ser um 

aminoácido essencial, não permite sua total eliminação da dieta, causando oscilações 

plasmáticas de sua concentração. Na carência da enzima PAH hepática, a Phe ingerida 

não metabolizada segue rotas alternativas, formando, principalmente, os metabólitos 

fenilpiruvato, fenilactato e fenilacetato (Figura 1). Sabe-se que, mesmo para indivíduos 

submetidos precocemente e continuamente à dieta especial, um aumento agudo de Phe 

sanguínea e de seus metabólitos é tóxico ao organismo, mas ainda não se sabe se as 

desordens acarretadas são devidas a Phe ou aos seus metabólitos. (Guttler and Lou, 1986; 

Surtees and Blau, 2000; Taylor et al., 1983). 

 

Figura 1: Metabolismo da Phe 
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Considerando que a Phe utiliza o mesmo transportador que os demais aminoácidos 

neutros, as elevadas concentrações de Phe sanguínea provocam uma redução da captação 

dos outros aminoácidos neutros, entre eles a tirosina, pelas glândulas supra-renais 

(Schulpis et al., 2005), bem como pela barreira hematoencefálica. (Herrero et al., 1983; 

Milovanovic et al., 1999; Surtees and Blau, 2000). Sendo assim, esses pacientes acabam 

por sofrer uma menor disponibilidade de tirosina nesses tecidos, podendo alterar a síntese 

tanto de catecolaminas como de neurotransmissores, uma vez que a tirosina é precursora 

de dopamina (Fernstrom and Fernstrom, 2007; Schulpis et al., 2005). 

Outra característica importante da PKU é que os pacientes apresentam alterações 

no balanço oxidativo. O estresse oxidativo é um desequilíbrio entre a formação de 

espécies reativas de oxigênio e a capacidade do organismo em detoxificar ou reparar os 

danos resultantes de sua formação. Estudos indicam que é o quadro de HPA que provoca 

o estresse oxidativo no sistema nervoso central (SNC) de animais (Moraes et al., 2014), 

bem como em pacientes fenilcetonúricos, observado pelo aumento de marcadores em 

sangue e urina (Sanayama et al., 2011).   

Além de estar presente na PKU, o estresse oxidativo também está associado a 

doenças neurodegenerativas como Alzheimer (Forestier et al., 2015) e Parkinson (Blesa 

et al., 2015). Experimentos em roedores, já mostraram tanto in vitro como in vivo que 

elevados níveis de Phe no SNC provocam o aumento de estresse oxidativo, seja por 

aumento de lipoperoxidação como por redução de suas defesas antioxidantes (Kienzle 

Hagen et al., 2002). Devido ao alto consumo de oxigênio, seus elevados níveis de ferro, 

sua composição rica em lipídios insaturados e baixos níveis de defesas antioxidantes o 

SNC caracteriza-se como um tecido suscetível a estresse oxidativo (Gutteridge and 

Halliwell, 1992; Halliwell and Gutteridge, 1986). 
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1.2. Astrócitos 

No final do século XIX a neuroglia foi reconhecida como elementos celulares que 

davam suporte às células do SNC, sendo subdividida em astrócitos, oligodendrócitos e 

mais recentemente em células NG2 (Wang and Bordey, 2008). 

Os astrócitos auxiliam a manter a viabilidade e atividade neuronal, além de serem 

responsáveis pela manutenção dos níveis extracelulares de potássio (Cheung et al., 2015), 

de neurotransmissores (Schober and Mongin, 2015) e de nutrientes (Leloup et al., 2015). 

Também são importantes pelo suporte estrutural e metabólico às sinapses (Hahn et al., 

2015), bem como na formação e manutenção da barreira hematoencefálica (Thomsen et 

al., 2015). Outro papel fundamental desse tipo celular está na manutenção do ambiente 

redox cerebral, uma vez que atua na síntese e exportação da glutationa, uma defesa 

antioxidante cerebral essencial (Dringen et al., 2014). Além disso, os astrócitos são 

importantes na detoxificação de neurotransmissores, bem como nos processos de 

sinaptogênese, angiogênese e na manutenção da barreira hematoencefálica (Schummers 

et al., 2008). 

Funcionalmente os astrócitos são definidos como células incapazes de gerar 

potenciais de ação ou mielinizar axônios, mas detoxificam o meio extracelular e fornecem 

os substratos necessários ao funcionamento neuronal (Cheung et al., 2015). Estudos 

recentes demonstram que os astrócitos podem contribuir ativamente para a plasticidade 

sináptica e sua atividade através da liberação de neurotransmissores e ação sobre o fluxo 

sanguíneo, mostrando que os astrócitos são muito mais que elementos passivos que 

mantém a estrutura do espaço extracelular, possuindo eficientes mecanismos para 

desenvolver suas importantes funções. Um fator positivo é seu contato com os vasos 
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sanguíneos o que favorece a esta célula captação de glicose e outros nutrientes (Broux et 

al., 2015). 

1.2.1. Sistema Glutamatérgico 

Uma essencial função dos astrócitos é de proteger os neurônios contra 

exitotoxicidade glutamatérgica, através da captação de glutamato do meio extracelular 

(Magistretti and Pellerin, 1999). A captação de glutamato é ativada com o aumento da 

atividade sináptica glutamatérgica. O neurônio pré-sináptico libera glutamato o qual é 

captado pelos transportadores astrocitários GLAST e GLT-1. Isto permite que 

transmissão sináptica siga ocorrendo normalmente e impede que ocorra a morte dos 

neurônios por excesso de estimulação glutamatérgica, fenômeno chamado de 

excitotoxicidade (Choi, 1987; Hanson et al., 2015; Olney, 1982). 

O glutamato captado pelos astrócitos é metabolizado a glutamina através da ação 

da enzima glutamina sintetase (GS) (Boksha et al., 2000; Yamamoto et al., 1987). A 

glutamina é então transportada ao meio extracelular a qual é captada pelos neurônios e 

servirá como substrato para nova síntese de glutamato permitindo a manutenção do ciclo 

glutamato-glutamina (Figura 2) (Caldani et al., 1982; Magistretti and Pellerin, 1999; 

Pellerin and Magistretti, 1994). 
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Figura 2: ciclo glutamato-glutamina. Adaptado de Magistretti e Pellerin, 1999 

(Magistretti and Pellerin, 1999) 

Originalmente acreditava-se que os astrócitos apenas captavam glicose do sangue 

e a disponibilizavam para os neurônios. Porém, verificou-se que os astrócitos realizam 

principalmente glicólise anaeróbica. Sendo assim, sua geração de energia (ATP) leva à 

produção de piruvato o qual vai a lactato. Este lactato é liberado no meio extracelular de 

onde é captado pelos neurônios. Estes neurônios, por sua vez, expressam a enzima lactato 

desidrogenase 1, que catalisa preferencialmente a síntese de piruvato a partir do lactato 

captado, o qual será utilizado para metabolismo oxidativo, gerando energia para suprir o 

aumento da atividade sináptica neuronal (Leloup et al., 2015; Pellerin and Magistretti, 

2012). 

Em relação à PKU, já foi observado que uma maior captação de Phe pelo SNC 

provoca alterações no sistema glutamatérgico. Em cultura de neurônios de camundongos 
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transgênicos Pahenu2, com HPA, observou-se anormal transmissão sináptica 

glutamatérgica indo ao encontro das diversas alterações cerebrais características de 

pacientes fenilcetonúricos não tratados que podem levar a convulsões, retardo mental e 

anormalidades morfológicas (Martynyuk et al., 2005). 

1.2.2. Proteínas Marcadoras de astrócitos - S100B e GFAP 

1.2.2.1. S100B 

A proteína S100B é principalmente produzida e secretada por astrócitos no SNC, 

podendo ter ação trófica ou tóxica, dependendo de sua concentração (Van Eldik and 

Wainwright, 2003). Essa proteína é capaz de atravessar a barreira hematoencefálica e, 

quando em altas concentrações no soro de pacientes, é considerada marcadora de dano 

cerebral (Barateiro et al., 2015; Chiang et al., 2015; Manzano et al., 2015; Purrucker et 

al., 2014). Em doenças neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson, é observado 

um aumento sérico de S100B, que pode estar relacionado com um aumento nas citocinas 

inflamatórias (Sathe et al., 2012). No entanto, tecidos periféricos podem secretar essa 

proteína, como o tecido adiposo (Netto et al., 2006; Scaccianoce et al., 2004) e o muscular 

esquelético (Beccafico et al., 2011; Schulpis et al., 2007), havendo a possibilidade de 

também contribuírem na concentração sérica (Hasselblatt et al., 2004).  

Já foi observado, em pacientes fenilcetonúricos com quadro de HPA, um aumento 

sérico significativo de S100B. Tendo conhecimento sobre as diversas alterações no SNC 

causadas por essa doença, este aumento pode estar relacionado ao tecido cerebral 

(Schulpis et al., 2004). Entretanto, até o presente momento não existem estudos 

relacionando a PKU e a concentração de S100B no líquido cefalorraquidiano (LCR), o 

que poderia refletir a concentração de S100B no SNC sem a influência de tecidos 

periféricos. 
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1.2.2.2. GFAP 

A proteína glial fibrilar ácida (GFAP) é uma proteína de filamentos intermediários, 

considerada marcadora de astrócitos maduros, sendo responsável, entre outras funções, 

por modular a morfologia dessas células e a emissão de processos (Eng et al., 2000). 

Apesar disso, a GFAP já foi encontrada em oligodendrócitos e glia entérica (Middeldorp 

and Hol, 2011). A GFAP possui um importante papel na regeneração tecidual, onde o seu 

aumento após uma lesão está envolvido na formação da cicatriz glial (Eng et al., 2000; 

Pekny and Pekna, 2004). No entanto, essa proteína também pode estar envolvida em 

mecanismos tóxicos, como na gliose reativa, situação na qual os astrócitos ficam ativados 

e secretam mais citocinas pró-inflamatórias, e envolvida na patofisiologia de diferentes 

desordens do SNC (Jain et al., 2015). Dessa forma, podemos dizer que a GFAP possui 

um papel duplo no SNC, sendo importante na reparação de um dano, ou tendo um papel 

na progressão de algumas doenças (Pekny et al., 2014). 

Já foi demonstrado que a ativação das células da glia, em resposta a estímulo lesivo, 

provoca alterações em níveis de GFAP, S100B e defesas antioxidantes (Eng et al., 2000; 

Vicente et al., 2004). Como a GFAP é considerada um marcador específico de astrócitos 

e, atualmente, seu aumento é dado como sinalizador de astrogliose, associando-a a 

condições de lesão cerebral (Rodrigues et al., 2010), ela poderia ser relacionada à PKU, 

devido às suas características neurodegenerativas, além de poder estar associada com o 

aumento de estresse oxidativo em SNC, já demonstrado nesta doença. 

Existem poucas evidências na literatura do envolvimento da proteína GFAP na PKU. 

Em um modelo de camundongos transgênicos para PKU já foi observado uma mudança 

na expressão de GFAP em oligodendrócitos, aumentando a sua expressão e passando para 

um fenótipo não mielinizante, o que poderia contribuir para as características observadas 
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na doença (Dyer et al., 1996). Com relação ao conteúdo de GFAP em astrócitos, já foi 

mostrado que seus níveis não são alterados no telencéfalo de ratos submetidos a um 

modelo de HPA, por outro lado, as concentrações de GFAP se mostraram aumentadas no 

cerebelo desses animais a partir dos 28 dias (Ushakova et al., 1997). Até o presente 

momento, não existem dados na literatura a respeito da concentração de GFAP no 

hipocampo e córtex cerebral de ratos submetidos a um modelo de HPA ou em animais 

transgênicos para PKU.  

1.3. Exercício Físico – efeitos no SNC 

O exercício físico é considerado uma estratégia terapêutica com vários benefícios 

já documentados em diversas doenças, entre elas as doenças neurodegenerativas 

(Bernardes et al., 2015; Herbst and Holloway, 2015; Ji et al., 2015; Paillard, 2015; 

Paillard et al., 2015). Inicialmente, o exercício provoca um aumento na demanda 

energética corporal, o que leva ao aumento do estresse oxidativo em diversos tecidos, 

incluindo o SNC. Entretanto, o treinamento físico provoca uma adaptação do organismo 

a este estresse, proporcionando assim, o aumento de suas defesas antioxidantes (Aksu et 

al., 2009; Radak et al., 2007). Pesquisas de nosso grupo mostraram que o treinamento 

físico, em modelo animal submetido a modelo de HPA, impediu o aumento do estresse 

oxidativo induzido pelo modelo, inclusive evitando a redução nos níveis de enzimas 

antioxidantes no SNC, entre elas a glutationa peroxidase (Mazzola et al., 2011). 

Um dos efeitos positivos do treinamento físico no SNC é sua influência sobre a 

plasticidade cerebral, como a melhora das funções cognitivas (Kashihara et al., 2009; 

Kramer et al., 2006) e da memória (Alaei et al., 2008; de Senna et al., 2011), mostrando 

um caráter protetor para diversas doenças neurodegenerativas (Mirochnic et al., 2009; 

Smith and Zigmond, 2003).  O exercício físico é capaz de induzir neurogênese em 
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modelos animais, através do aumento da plasticidade cerebral propiciado pela prática de 

atividade física (Kim et al., 2003; van Praag et al., 1999a; van Praag et al., 1999b; van 

Praag et al., 2005).  

Ratos submetidos a um modelo experimental da doença de Alzheimer, após quatro 

semanas de treinamento físico em esteira, apresentaram melhoras motoras bem como uma 

menor perda de células de Purkinje cerebelares, quando comparados a roedores que não 

foram submetidos a treinamento (Lee et al., 2014).  Levando em consideração que 

pacientes fenilcetonúricos não tratados, a longo prazo, apresentam uma prejudicada 

coordenação motora (Surtees and Blau, 2000), bem como um déficit cognitivo (Soloway 

et al., 2013), o exercício poderia ter um papel benéfico nesta população. 

Apesar dos poucos estudos existentes relacionando o exercício físico à atividade 

astrocitária, já foi relatado que o exercício provoca o aumento da expressão proteica da 

GFAP assim como das células que a expressam (astrócitos) no córtex cerebral e estriado 

de ratos (Li et al., 2005). Além disso, o treinamento físico é capaz de aumentar a 

concentração de GFAP (Saur et al., 2014), bem como de estimular a proliferação de 

astrócitos no hipocampo de roedores (Uda et al., 2006). O aumento de GFAP e a 

proliferação de astrócitos induzidos pelo exercício físico observados nesses trabalhos 

provavelmente não estão relacionados a um mecanismo de gliose reativa, mas sim a um 

efeito trófico e de aumento de plasticidade cerebral. Por outro lado, em modelos animais 

da doença de Parkinson, onde um aumento da concentração de GFAP é observado e está 

relacionada a um quadro de gliose reativa, o treinamento físico impediu o aumento 

exacerbado dessa proteína no estriado, o que foi associado a um efeito protetor, 

diminuindo a reatividade glial (Al-Jarrah and Jamous, 2011; Dutra et al., 2012). Quanto 

ao envolvimento da GFAP na PKU, já foi encontrado um aumento dessa proteína no 

cerebelo de ratos submetidos a modelo de HPA (Ushakova et al., 1997). Entretanto, ainda 
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não se tem dados na literatura mostrando se o exercício físico poderia ter algum efeito 

sobre a concentração de GFAP cerebral nessa população. 

Em relação aos neurotransmissores cerebrais que estão alterados nos fenilcetonúricos, 

estudos de nosso grupo encontraram níveis diminuídos de triptofano, um precursor de 

serotonina, em cérebro total de ratos hiperfenilalaninêmicos, os quais tiveram a 

diminuição de triptofano impedida quando os animais foram submetidos a treinamento 

físico (Mazzola et al., 2012). Como já foi observado que a serotonina (Tramontina et al., 

2008) e o glutamato (Goncalves et al., 2002; Tramontina et al., 2006) modulam as 

concentrações extracelulares de S100B em cultura de astrócitos, pode haver uma maior 

relação entre alterações nos níveis desses neurotransmissores e as modificações 

características dessa doença. 

O exercício físico, quando realizado agudamente em indivíduos saudáveis, 

proporciona o aumento sérico de S100B (Hasselblatt et al., 2004). Porém, o treinamento 

físico proporciona diversas modificações no organismo buscando sua adaptação às 

perturbações da homeostasia provocadas pelo exercício, tendo papel importante sobre 

fatores de transcrição (Lindholm and Rundqvist, 2015), aumento de enzimas 

antioxidantes (Gomez-Cabrera et al., 2008), aumento da biogênese e atividade 

mitocondrial (Drake et al., 2015), melhora na perfusão cardiovascular e cerebral (Tarumi 

and Zhang, 2015), entre diversos outros já documentados. Estudos anteriores mostraram 

um efeito benéfico do treinamento físico em modelos de demência, inclusive com 

normalização da concentração de S100B no LCR (Rodrigues et al., 2010). Além disso, 

não se conhece o efeito do exercício físico crônico sobre a concentração sérica de S100B 

e dos seus possíveis efeitos sobre os fenilcetonúricos. 
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2. Objetivos 

 Avaliar as funções astrocitárias, incluindo o metabolismo glutamatérgico e 

proteínas específicas como a S100B e a GFAP, em um modelo de HPA induzido 

em ratos Wistar jovens. 

 Avaliar o efeito do treinamento físico crônico sobre as funções astrocitárias em 

um modelo de HPA induzido em ratos Wistar jovens. 

 Avaliar efeito do treinamento físico crônico sobre as funções astrocitárias em 

ratos Wistar jovens. 
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3. Metodologia 

3.1. Animais 

Os ratos Wistar foram obtidos do biotério do Departamento de Bioquímica da 

UFRGS. Foram utilizadas 7 ratas prenhas que permaneceram junto com suas ninhadas 

até o desmame. Ao nascimento, os 43 filhotes foram separados aleatoriamente entre os 

quatro grupos experimentais. Desde o nascimento até o final do experimento, os animais 

foram mantidos em ciclo de 12 h claro/12 h escuro, à temperatura constante de 22 ± 1ºC 

com acesso a alimento e água ad libitum. As fêmeas foram alojadas individualmente em 

caixas de propileno (41 x 34 x 16 cm), que foram limpas e a maravalha foi trocada 3 vezes 

por semana. Ao nascimento dos filhotes, as fêmeas foram mantidas junto com a sua 

ninhada até o desmame (21 dias pós-natal). Após o desmame, as ratas foram mortas por 

decapitação e os animais foram mantidos nas mesmas condições descritas anteriormente 

até o final do experimento. 

O projeto de pesquisa foi cadastrado com o número 21978 e aprovado pelas 

Comissões de Pesquisa de Ética no Uso de Amimais da UFRGS. 

3.2. Desenho Experimental 

Os animais foram divididos em quatro grupos, sendo: 

SedSAL – grupo sedentário e que recebeu injeções de salina 

SedHPA – grupo sedentário e submetido ao modelo de HPA 

ExeSAL – grupo submetido ao exercício físico e que recebeu injeções de salina  

ExeHPA – grupo submetido ao exercício físico e ao modelo de HPA  

 

 

P15 P31 P32 P18 

Indução química de HPA 

Exercício físico 
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3.3. Protocolo de Exercício Físico 

A partir dos 15 dias de vida, os animais dos grupos ExeSAL e ExeHPA foram 

habituados à esteira motorizada adaptada a roedores (INBRAMED TK 01, Porto Alegre, 

Brasil) para minimizar o estresse ao aparato, ao local e ao tipo exercício que seriam 

expostos, durante 3 dias. A partir do quarto dia , com 18 dias de vida, os animais dos 

grupos ExeSAL e ExeHPA foram submetidos ao protocolo de exercício de 20 minutos de 

corrida por dia durante 14 dias consecutivos (P18-P31), entre às 17 e  18 horas (Mazzola 

et al., 2011) em intensidade aeróbica na velocidade de 12 metros por minuto (Meeusen et 

al., 1996). Durante todas sessões de treinamento, os grupos não exercitados (SedSAL e 

SedHPA) foram mantidos nas suas gaiolas enquanto os demais corriam. 

3.4. Indução Química de HPA 

A HPA foi induzida nos ratos como descrito por Hagen em 2002 (Kienzle Hagen et 

al., 2002). A partir dos 15 dias de vida os animais dos grupos SedHPA e ExeHPA 

receberam injeções diárias, pela manhã, subcutâneas de 2,1 μmol de Phe e 1,6 μmol de 

α-metilfenilalanina por grama de peso corporal. Após 9 h da injeção, à tarde, uma nova 

injeção subcutânea de Phe na mesma concentração foi aplicada. As substâncias foram 

dissolvidas em solução salina (cloreto de sódio a 0,9%) com o uso de aquecimento. Os 

grupos controle (SedSAL e ExeSAL) receberam o volume equivalente em salina. Esse 

protocolo foi realizado durante 17 dias, até o trigésimo primeiro dia de vida dos animais, 

segundo o desenho experimental mostrado anteriormente. Os ratos foram sacrificados 14 

horas após a última injeção de Phe e as amostras foram obtidas e armazenadas. 

  



18 

 

3.5. Obtenção das Amostras Biológicas 

No trigésimo segundo dia de vida, 14 h após a última injeção subcutânea e a realização 

da sessão de exercício, os animais foram anestesiados com cetamina (75 mg/kg de peso 

corporal) e xilazina (10 mg/kg de peso corporal) e posicionados em estereotáxico. O LCR 

foi coletado lentamente por punção da cisterna magna e o sangue dos animais foi coletado 

por punção cardíaca. O LCR foi imediatamente congelado a – 20ºC e o sangue foi deixado 

em repouso durante 5 minutos para coagular e em seguida foi centrifugado a 1000 rpm 

para a separação do soro, que foi imediatamente congelado a – 20ºC. 

Após à obtenção das amostras de LCR e soro, os animais foram mortos por 

decapitação e o cérebro foi removido. O córtex cerebral e o hipocampo foram dissecados 

em uma placa de Petry no gelo e fatiados em Chopper McIlwain na espessura de 300 µm. 

As fatias foram processadas conforme descrito em cada técnica. 

3.6. Captação de Glutamato 

A captação de glutamato foi medida segundo (Gottfried et al., 2002) com 

modificações (Thomazi et al., 2004). As fatias de tecido cerebral passaram por um 

período de estabilização de 20 minutos a temperatura ambiente em solução de Hank’s 

balanced salt solution (HBSS), contendo 137 mM de NaCl; 5,36 mM de KCl; 1,26 mM 

de CaCl2; 0,41 mM de MgSO4; 0,49 mM de MgCl2; 0,63 mM de Na2HPO4.7 H2O; 0,44 

mM de KH2PO4; 4,17 mM de NaHCO3 e 5,6 mM de glicose, em pH 7,4. Após a 

estabilização, as fatias foram incubadas a 35ºC em meio HBSS, onde a reação foi iniciada 

pela adição de 1,5 mM de L-glutamato e 0,33 µCi/mL de L-[2,3-3H] glutamato. Após 5 

minutos (para as fatias de hipocampo) ou 7 minutos (para as fatias de córtex cerebral) de 

incubação com o glutamato radioativo, a reação foi parada pela remoção do meio e 

lavagem das fatias por 3 vezes com HBSS gelado. As fatias foram lisadas em 0,5 M de 
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NaOH e a radioatividade foi determinada em um contador de cintilação. A captação 

independente de sódio foi determinada utilizando uma solução contendo N-metil-d-

glucamina ao invés de NaCl a 4°C (placa sobre o gelo). 

O resultado da captação de glutamato através de transportadores dependentes de sódio 

foi obtido subtraindo a captação independente de sódio (considerada inespecífica) do 

valor de captação total. Os resultados foram expressos em nmol/mg prot/min. 

3.7. Atividade da glutamina sintetase (GS) 

A atividade da GS foi determinada de acordo com (Minet et al., 1997) com pequenas 

modificações. As fatias de hipocampo foram isoladas e homogeneizadas em 50 mM de 

tampão imidazol. A seguir, os homogeneizados foram incubados com uma solução 

contendo 50 mM de imidazol; 50 mM de hidroxilamina; 100 mM de L-glutamina; 25 mM 

de arsenato de sódio dibásico; 0,2 mM de ADP e 2 mM de cloreto de manganês em pH 

6,2. A incubação foi realizada por 15 minutos a 37ºC. A seguir, a reação foi parada pela 

adição de uma solução contendo 0,37 M de FeCl3; 200 mM de ácido tricloroacético e 67 

mM de HCl. 

3.8. Conteúdo de glutationa reduzida 

A concentração de glutationa reduzida (GSH) foi determinada segundo Browne 

(Browne and Armstrong, 1998). As fatias de córtex cerebral ou hipocampo, assim que 

isoladas, foram homogeneizadas em tampão fosfato (0,1 M; pH 8,0), contendo 5 mM de 

EGTA e as proteínas foram precipitadas pela adição de 1,7% de ácido meta-fosfórico. 

Após centrifugação, o sobrenadante foi separado e adicionado ao o-ftaldialdeído (solução 

1 mg/mL em metanol). Após 15 minutos de incubação a temperatura ambiente, a 

fluorescência foi determinada utilizando comprimentos de onde de excitação e emissão 

de 350 e 420 nm, respectivamente. Uma curva de concentração foi realizada com uma 
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solução padrão de GSH, variando de 0,1-500 µM. A concentração de GSH foi calculada 

utilizando a curva padrão e foi expressa em nmol de GSH/mg de proteína total. 

3.9.  S100B 

A concentração de S100B foi medida nas amostras de LCR, soro e tecido cerebral 

(córtex e hipocampo) utilizando dois protocolos distintos, previamente descritos (Leite et 

al., 2008). As amostras de tecido cerebral foram congeladas a -80ºC após isoladas e, na 

hora da dosagem, foram homogeneizadas em tampão fosfato 0,1 M, contendo PMSF (1 

mM) e EGTA (1 mM). 

As amostras de soro e LCR ou os pontos da curva foram diluídas em solução de 

ovoalbumina 0,2% e aplicados junto com tampão Tris em uma placa de 96 poços 

previamente recoberta com anticorpo monoclonal anti-S100B (clone SH-B1) por 12 a 

4ºC e bloqueada com ovoalbumina 2% por 1 h a temperatura ambiente. Após 2 h de 

incubação a 37ºC em placa de aquecimento, a placa foi lavada com solução de lavagem 

(PBS contendo 0,1% de ovoalbumina e 0,005% de Tween 20) e incubada por 30 minutos 

a 37ºC com solução de anticorpo anti-S100B produzido em coelho. Após nova lavagem, 

a placa foi novamente incubada por mais 30 minutos a 37ºC com solução de anticorpo 

anti-IgG de coelho conjugado à peroxidase. A solução de substrato, o-fenilenediamina e 

peróxido de hidrogênio, foi incubada por mais 30 minutos a temperatura ambiente e 

protegido da luz e a reação de formação de cor foi parada com adição de solução 3M 

ácido clorídrico. A leitura da absorbância foi realizada em 492 nm e uma curva padrão de 

S100B, variando de 0,002 a 1 ng/mL foi utilizada para calcular a concentração de S100B 

nas amostras. 

Para as amostras de tecido cerebral, um protocolo semelhante foi utilizado (Leite et 

al., 2008). Para essas amostras, os anticorpos anti-S100B produzido em coelho e anti-IgG 
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de coelho foram incubados simultaneamente, durante 1 h a 37ºC em placa de 

aquecimento. Esse protocolo possui maior linearidade e menor sensibilidade e a curva 

padrão de S100B variou de 0,02 a 10 ng/mL. 

Os resultados foram expressos em ng/mL para soro e LCR e em ng S100B/µg proteína 

para as amostras de tecido cerebral. 

3.10.  GFAP 

A medida de GFAP em córtex cerebral e hipocampo foi realizada segundo 

Tramontina (Tramontina et al., 2007). As amostras de tecido cerebral foram congeladas 

a -80ºC após isoladas e, na hora da dosagem, foram homogeneizadas em tampão fosfato 

0,1M, contendo PMSF (1 mM) e EGTA (1 mM). Uma placa de 96 poços foi incubada 

com as amostras ou pontos da curva padrão, diluídos em albumina bovina 1ng/µL a 4ºC 

por 12 h. Após a lavagem e bloqueio com solução de leite desnatado a 5% em tampão 

tris, uma solução de anticorpo anti-GFAP produzido em coelho foi incubado durante 1 h 

a temperatura ambiente. Após, a placa foi lavada e incubada novamente durante 1 h a 

temperatura ambiente com solução de anticorpo anti-IgG de coelho conjugado à 

peroxidase. Por fim, uma solução de o-fenilenediamina e peróxido de hidrogênio foi 

adicionada por 30 minutos protegido da luz. A reação de cor foi finalizada por adição de 

solução 3M de ácido clorídrico e a absorbância foi medida em 492 nm. A concentração 

de GFAP nas amostras foi calculada com base na curva padrão, que variou de 0,1 a 10 ng 

de GFAP/poço e os resultados foram expressos em ng GFAP/µg proteína. 
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3.11. Medida da concentração de aminoácidos 

As amostras de soro foram desproteinizadas com metanol na proporção de 1:4 (v/v) 

e, após centrifugação a 2000 xg por 10 minutos, o sobrenadante foi utilizado para as 

análises. As amostras de soro desproteinizadas e de LCR foram então diluídas em solução 

contendo ácido homocisteico (padrão externo), mercaptoetanol (agente derivatizador) e 

o-ftaldeído (sonda fluorescente). 

A análise quantitativa dos aminoácidos glutamato e Phe foi realizada segundo por 

cromatografia líquida de alto desempenho (HPLC Shimadzu) utilizando detector de 

fluorescência (Shimadzu RF-535). A taxa de fluxo utilizada foi de 1,4 mL/min e a duração 

de cada análise foi de aproximadamente 50 minutos (Joseph and Marsden, 1986). Os 

dados são expressos em µmol/L. 

3.12.  Medida da concentração de proteínas 

As proteínas foram dosadas segundo técnica de Lowry (Lowry et al., 1951) 

modificada por Peterson (Peterson, 1977). 

3.13. Análise Estatística 

A análise estatística foi realizada pelo software SPSS 20.0. Para a comparação entre 

os diferentes grupos amostrais foi realizada análise da variância de uma via (ANOVA), 

seguida de pós teste de Duncan. Foi considerada diferença significativa quando p<0,05. 
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4. Resultados 

4.1. Efeito do modelo de HPA e do exercício físico sobre as concentrações de Phe no 

soro e de glutamato no LCR de ratos 

Os ratos submetidos ao modelo de HPA, independente da realização exercício físico 

(grupos SedHPA e ExeHPA), apresentaram concentrações elevadas de Phe no soro 

quando comparados com os animais controle (SedSAL), mostrando que a indução do 

modelo foi efetiva (Tabela 1). 

Tabela 1. Efeito do modelo de HPA e do exercício físico sobre a concentração de Phe 

no soro de ratos 

 

 

 

 

Os dados estão apresentados na forma de média ± erro padrão para um número de 6 

animais por grupo. As letras diferentes indicam diferença significativa, utilizando 

ANOVA de uma via, seguida de pós-teste de Duncan, considerando p<0,05. 
 

 

Para investigar um possível efeito excitotóxico induzido por HPA, nós medimos a 

concentração de glutamato no LCR dos animais. Nós observamos um aumento 

significativo da concentração de glutamato no LCR no grupo SedHPA em reação ao 

grupo controle (SedSAL), o qual não foi observado quando os animais foram submetidos 

ao exercício físico juntamente à indução de HPA (ExeHPA) (Fig. 3). 

Tratamento Phe (µmol/L) 

SedSAL 

SedHPA 

ExeSAL 

ExeHPA 

11,44 ± 2,61a 

42,00 ± 5,88b 

18,73 ± 1,46a 

49,24 ± 7,20b 
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Figura 3. Efeito do modelo de HPA e do exercício físico sobre a concentração de 

glutamato no LCR de ratos. O LCR dos animais foi obtido para a medida de glutamato 

por HPLC. Foram utilizados de 6 a 9 animais por grupo. Os dados estão apresentados na 

forma de média ± erro padrão. As letras diferentes indicam diferença significativa, 

utilizando ANOVA de uma via, seguida de pós-teste de Duncan, considerando p<0,05. 

 

 

 

4.2. Efeito do modelo de HPA e do exercício físico sobre a captação de glutamato em 

córtex cerebral e hipocampo de ratos 

Uma vez que o modelo de HPA induziu um aumento na concentração liquórica de 

glutamato, resolvemos investigar se esse aumento poderia ser devido a um efeito sobre a 

captação do glutamato extracelular. Em córtex cerebral, o modelo de HPA foi capaz de 

reduzir a captação de glutamato (SedHPA), o que foi impedido quando os animais forma 

submetidos ao exercício juntamente com a indução do modelo (ExeHPA). O exercício 

físico por si só (ExeSAL) não foi capaz de modular a captação de glutamato em córtex 

cerebral, quando comparado ao grupo controle (SedSAL) (Fig. 4A). 

A mesma redução da captação de glutamato induzida pelo modelo de HPA observada 

em córtex cerebral também ocorreu em hipocampo. Por outro lado, nesse tecido, o 

exercício físico (ExeSAL) aumentou a captação de glutamato e, quando realizado junto à 

indução do modelo (ExeHPA) não apenas impediu a redução observada nessa condição, 
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como manteve os valores de captação elevados quando comparado ao grupo controle 

(SedSAL) (Fig.4B). 

 

 

Figura 4. Efeito do modelo de HPA e do exercício físico sobre a captação de 

glutamato em córtex cerebral e hipocampo de ratos. Fatias de córtex cerebral (A) ou 

hipocampo (B) de ratos submetidos ao modelo de HPA e/ou exercício físico foram 

isoladas para a medida da captação de glutamato. Foram utilizados de 6 a 8 animais por 

grupo. Os dados estão apresentados na forma de média ± erro padrão. As letras diferentes 

indicam diferença significativa, utilizando ANOVA de uma via, seguida de pós-teste de 

Duncan, considerando p<0,05. 
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4.3. Efeito do modelo de HPA e do exercício físico sobre a atividade da GS e o 

conteúdo de GSH em córtex cerebral e hipocampo de ratos 

Para avaliar o metabolismo de glutamato, investigamos também a atividade da enzima 

GS, que utiliza glutamato como substrato, bem como o conteúdo de GSH, um 

antioxidante cerebral que utiliza glutamato em sua síntese. 

A atividade da enzima GS, em córtex cerebral (Fig. 5A), bem como em hipocampo 

(Fig. 5B) não se mostrou alterada com a indução do modelo (SedHPA). Entretanto, em 

ambos os tecidos, o exercício físico, independente da indução de HPA (grupos ExeSAL 

e ExeHPA) se mostrou capaz de aumentar a atividade dessa enzima quando comparado 

ao grupo controle (SedSAL). 
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Figura 5. Efeito do modelo de HPA e do exercício físico sobre a atividade da GS em 

córtex cerebral e hipocampo de ratos. Fatias de córtex cerebral (A) ou hipocampo (B) 

de ratos submetidos ao modelo de HPA e/ou exercício físico foram isoladas para a medida 

da atividade da GS. Foram utilizados de 8 a 10 animais por grupo. Os dados estão 

apresentados na forma de média ± erro padrão. As letras diferentes indicam diferença 

significativa, utilizando ANOVA de uma via, seguida de pós-teste de Duncan, 

considerando p<0,05. 

 

O conteúdo do tripeptídeo GSH não foi alterado em córtex cerebral (Fig. 6A), ou em 

hipocampo (Fig. 6B). O exercício físico também não se mostrou capaz de modular a 

concentração de GSH em ambos os tecidos estudados. 
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Figura 6. Efeito do modelo de HPA e do exercício físico sobre o conteúdo de GSH 

em córtex cerebral e hipocampo de ratos. Fatias de córtex cerebral (A) ou hipocampo 

(B) de ratos submetidos ao modelo de HPA e/ou exercício físico foram isoladas para a 

medida do conteúdo de GSH. Foram utilizados de 8 a 10 animais por grupo. Os dados 

estão apresentados na forma de média ± erro padrão.  

 

4.4. Efeito do modelo de HPA e do exercício físico sobre a concentração de GFAP e 

S100B em córtex cerebral e hipocampo de ratos 

Considerando que a atividade da GS e a captação de glutamato, estudadas 

anteriormente, são parâmetros característicos de astrócitos e se mostraram alterados pelo 

treinamento físico e/ou indução de HPA, resolvemos estudar duas proteínas envolvidas 

na ativação astrocitária, a S100B e a GFAP. Nossos resultados mostram que o modelo de 

HPA não alterou o imunoconteúdo de GFAP, tanto em córtex cerebral (Fig. 7A) quanto 

em hipocampo (Fig. 7B). Por outro lado, o treinamento físico (grupos ExeSAL e 
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ExeHPA) aumentou a concentração de GFAP em ambos os tecidos analisados (Fig. 7). 

Entretanto, não foi observada diferença significativa entre os grupos exercitados 

(ExeSAL e ExeHPA). 

 

Figura 7. Efeito do modelo de HPA e do exercício físico sobre a concentração de 

GFAP em córtex cerebral e hipocampo de ratos. Fatias de córtex cerebral (A) ou 

hipocampo (B) de ratos submetidos ao modelo de HPA e/ou exercício físico foram 

isoladas para a medida da concentração de GFAP. Foram utilizados de 8 a 10 animais por 

grupo. Os dados estão apresentados na forma de média ± erro padrão. As letras diferentes 

indicam diferença significativa, utilizando ANOVA de uma via, seguida de pós-teste de 

Duncan, considerando p<0,05. 

 

Com relação à S100B, a indução do modelo (SedHPA) foi capaz de diminuir sua 

concentração em córtex cerebral (Fig. 8A), mas não em hipocampo (Fig. 8B). Entretanto, 

o efeito do treinamento físico foi igual nos dois tecidos, observando-se um aumento na 

concentração de S100B nos animais exercitados (grupos ExeSAL e ExeHPA) quando 
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comparados ao grupo controle (SedSAL) (Fig. 8). Dessa forma, o treinamento físico 

impediu a queda de S100B observada em córtex cerebral (Fig. 8A). 

 

 
 

Figura 8. Efeito do modelo de HPA e do exercício físico sobre a concentração de 

S100B em córtex cerebral e hipocampo de ratos. Fatias de córtex cerebral (A) ou 

hipocampo (B) de ratos submetidos ao modelo de HPA e/ou exercício físico foram 

isoladas para a medida da concentração de S100B. Foram utilizados de 8 a 10 animais 

por grupo. Os dados estão apresentados na forma de média ± erro padrão. As letras 

diferentes indicam diferença significativa, utilizando ANOVA de uma via, seguida de 

pós-teste de Duncan, considerando p<0,05. 

 

4.5. Efeito do modelo de HPA e do exercício físico sobre a concentração de S100B 

no LCR e soro de ratos 

Uma vez que a concentração tecidual de S100B se mostrou alterada no tecido 

cerebral, resolvemos avaliar a concentração extracelular de S100B, dosando essa proteína 
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em amostras de LCR e soro dos animais. O modelo de HPA (SedHPA) foi capaz de 

aumentar a concentração de S100B no LCR quando comparado ao grupo controle 

(SedSAL). Entretanto, o treinamento físico não foi capaz de modular a concentração 

liquórica de S100B por si só (ExeSAL), tampouco modulou o aumento de S100B 

observado com a indução do modelo (Fig.  9A). Não foi observado nenhum efeito sobre 

a concentração sérica de S100B com a indução do modelo ou com o treinamento físico 

(Fig. 9B). 

 

Figura 9. Efeito do modelo de HPA e do exercício físico sobre a concentração de 

S100B no LCR e soro de ratos. Amostras de LCR (A) ou soro (B) de ratos submetidos 

ao modelo de HPA e/ou exercício físico foram coletadas para a medida da concentração 

de S100B. Foram utilizados de 6 a 8 animais por grupo. Os dados estão apresentados na 

forma de média ± erro padrão. As letras diferentes indicam diferença significativa, 

utilizando ANOVA de uma via, seguida de pós-teste de Duncan, considerando p<0,05.  
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5. Discussão 

5.1. O modelo de HPA induziu excitotoxicidade glutamatérgica em ratos, o que não 

ocorreu nos animais submetidos a treinamento físico. 

A excitotoxicidade gluamatérgica é caracterizada por um aumento da concentração 

extracelular de glutamato e consequente ativação exacerbada dos receptores 

glutamatérgicos pós-sinápticos, o que promove um influxo aumentado de cálcio no 

neurônio, levando à toxicidade e morte neuronal (Choi, 1987; Limbrick et al., 1995; 

Olney, 1982). Esse mecanismo tóxico é característico de diversas doenças 

neurodegenativas (Hoekstra et al., 2015; Van Laar et al., 2015; Zadori et al., 2014; 

Zumkehr et al., 2015); entretanto, poucos são os estudos envolvendo os erros inatos do 

metabolismo (Kolker et al., 2004) e, portanto, a PKU, ainda que essas doenças possuam 

algumas semelhanças de sintomas, como o déficit cognitivo. 

Considerando o exposto acima, alguns estudos já foram realizados na tentativa de se 

elucidar um possível efeito da Phe sobre a transmissão sináptica glutamatérgica. Em 

culturas primárias neuronais expostas agudamente a altas concentrações de Phe, 

comparáveis às observadas nos pacientes fenilcetonúricos, foi observada uma inibição da 

atividade glutamatérgica, mediada pela inibição de receptores AMPA e NMDA, sem 

alteração da transmissão GABAérgica (Glushakov et al., 2003; Glushakov et al., 2005; 

Martynyuk et al., 2005). Entretanto, estudos em animais transgênicos para PKU, 

camundongos Pahenu2, mostraram um aumento pronunciado da expressão proteica da 

subunidade NR2A do receptor glutamatérgico, bem como do receptor AMPA 

(subunidades Glu 1, 2 e 3), com uma pequena redução da subunidade NR2B (Glushakov 

et al., 2005). Além disso, um estudo em neurônios corticais expostos à Phe mostrou um 

aumento da expressão gênica de receptores metabotrópicos e também do tipo NMDA 

(Zhang and Gu, 2005). Dessa forma, considerando uma atividade sináptica inibida pela 
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Phe, mas um aumento da densidade de receptores glutamatérgicos neuronais, pode-se 

concluir que a Phe causa alterações sinápticas glutamatérgicas, mas que seu efeito ainda 

não é completamente elucidado e, portanto, requer uma maior investigação. 

Outro fator importante a ser levado em consideração é que os estudos, até o presente 

momento, foram realizados em sua maioria em culturas de neurônios isolados, o que traz 

importantes informações moleculares sobre o efeito direto da Phe sobre esse tipo celular, 

mas desconsidera o papel essencial dos astrócitos nesse tipo de sinapse e um possível 

efeito da Phe sobre essas células. Em nosso trabalho, mostramos pela primeira vez, um 

efeito da indução de HPA sobre as concentrações extracelulares e o metabolismo de 

glutamato cerebral em um modelo de HPA crônico in vivo. Nós observamos um aumento 

da concentração de glutamato no LCR, acompanhado de uma redução na captação de 

glutamato em córtex cerebral e hipocampo dos animais submetidos a HPA. Isso sugere 

fortemente que a exposição crônica a Phe pode levar a um quadro de excitotoxicidade 

glutamatérgica, que poderia ser responsável, pelo menos em parte, pelos sintomas 

observados nos pacientes fenilcetonúricos, que incluem epilepsia (Surtees and Blau, 

2000). 

Os astrócitos estão sendo estudados como importantes alvos terapêuticos em 

diferentes doenças cerebrais (Finsterwald et al., 2015; Jain et al., 2015; Rossi, 2015). Nós 

acreditamos que a PKU pode ser mais uma dessas doenças, uma vez que a remoção de 

glutamato da fenda sináptica, alterada no modelo de HPA, ocorre principalmente por esse 

tipo celular, o que indica que a Phe e talvez seus metabólitos devam estar agindo nos 

astrócitos. Isso poderia acarretar o desenvolvimento de excitotoxicidade, levando ao 

comprometimento neuronal observado na doença. Entretanto, um efeito direto da Phe ou 

de seus metabólitos em astrócitos ainda não foi investigado. 
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Outra estratégia terapêutica que está sendo estudada para muitas doenças que 

acometem o SNC é a prática de exercício físico (Mirochnic et al., 2009; Rodrigues et al., 

2010; Smith and Zigmond, 2003), por não ser invasiva e já ter mostrado excelentes 

resultados, inclusive por atuar em parâmetros de ativação astroglial (Rodrigues et al., 

2010). Nossos resultados mostraram que os animais submetidos ao treinamento físico não 

apresentaram a redução da captação de glutamato e as concentrações aumentadas de 

glutamato no LCR observadas nos animais sedentários com HPA induzida. Isso sugere 

que o treinamento físico pode ser um adjuvante no tratamento da PKU. De fato, trabalhos 

anteriores de nosso grupo já identificaram um papel protetor do treinamento físico em 

ratos submetidos ao modelo de HPA e em camundongos transgênicos Pahenu2 no que se 

refere ao estresse oxidativo (Mazzola et al., 2015; Mazzola et al., 2011). É importante 

ressaltar que o efeito observado com o exercício físico em nosso estudo não está 

relacionado com uma redução da concentração sérica de Phe. Entretanto, não podemos 

descartar alterações na concentração cerebral de Phe, que não foram avaliadas nesse 

trabalho. 

Uma vez que o glutamato é precursor de GSH e, apesar do estresse oxidativo já estar 

bem documentado na PKU (He et al., 2014; Mazzola et al., 2015; Moraes et al., 2013), 

não observamos alteração na concentração de GSH em córtex cerebral ou hipocampo dos 

animais com HPA induzida. Um recente estudo da literatura mostrou uma redução de 

GSH em cérebro total de camundongos transgênicos para PKU, que foi revertida por 

exercício físico voluntário (Mazzola et al., 2015). Da mesma forma, a atividade da enzima 

GS, que utiliza glutamato como substrato, não foi alterada pela indução do modelo de 

HPA em nosso estudo. 
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5.2. O modelo de HPA induziu alterações na S100B cerebral, que foram parcialmente 

evitadas quando os animais foram submetidos a treinamento físico, sem alterar a 

concentração de GFAP. 

A S100B é uma proteína produzida e secretada por astrócitos que está envolvida na 

patofisiologia de diversas doenças neurodegenerativas (Donato, 2001; Donato et al., 

2009; Goncalves et al., 2008; Peskind et al., 2001; Petzold et al., 2003). Aparentemente, 

essa proteína pode estar envolvida também na patofisiologia de erros inatos do 

metabolismo, uma vez que foi observado um aumento da secreção de S100B em células 

de glioma C6 expostas a α-cetoácidos de cadeia ramificada, encontrados acumulados na 

doença da urina do xarope do bordo (Funchal et al., 2007). Entretanto, poucos estudos 

foram realizados relacionando erros inatos do metabolismo e S100B e a maior parte do 

conhecimento que se tem até hoje sobre o papel da S100B em doenças cerebrais foi 

estudado em doenças neurodegenerativas. 

No nosso trabalho, observamos uma redução da concentração intracelular de S100B 

em córtex cerebral, que não foi observada em hipocampo, mostrando uma vulnerabilidade 

maior dessa região cerebral à indução de HPA. Essa redução poderia indicar uma 

hipofunção astrocitária, uma vez que a S100B intracelular possui funções modulatórias 

sobre o citoesqueleto e a homeostase de cálcio intracelular, por exemplo (Donato et al., 

2009). Nós acreditamos que esse efeito sobre a S100B intracelular pode estar relacionado 

com o comprometimento das funções cerebrais observado nos pacientes PKU.  

O efeito protetor do exercício físico em doenças que acometem o SNC é bastante 

documentado (Paillard et al., 2015; Rodrigues et al., 2010; Rossi et al., 2009; Tapia-Rojas 

et al., 2015). Em modelo experimental de HPA, o treinamento físico foi capaz de impedir 

a redução de triptofano e o aumento do estresse oxidativo gerado pela indução do modelo 
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em cérebro de ratos (Mazzola et al., 2012; Mazzola et al., 2011). O exercício físico, em 

nosso trabalho, foi capaz de evitar a redução de S100B em córtex cerebral, mostrando-se 

mais uma vez protetor para os efeitos induzidos pelo modelo de HPA, sintoma 

característico da PKU. 

Tendo em vista o papel da S100B em doenças neurodegenerativas, que são 

acompanhadas de déficit cognitivo e falhas nos processos de memória e aprendizagem, a 

maior parte dos trabalhos são realizados em hipocampo, onde resultados controversos 

vêm sendo encontrados no que diz respeito à concentração intracelular de S100B. Uma 

redução de S100B em hipocampo foi observada em modelos de demência induzidos por 

injeção de ácido ibotênico no núcleo basal magnocelular de ratos (Swarowsky et al., 

2008). Entretanto, no modelo de demência induzido por injeção intracerebroventricular 

de estreptozotocina, um aumento de S100B foi observado no hipocampo (Rodrigues et 

al., 2009). Em modelo de demência induzido por injeção intra-hipocampal de ácido 

ocadáico não foram encontradas alterações na concentração de S100B no hipocampo 

(Costa et al., 2012). Em nosso estudo, não observamos variações na concentração 

hipocampal de S100B. 

Uma vez que a S100B pode ser secretada por astrócitos no SNC e que tem funções 

extracelulares importantes, como a sinalização para sobrevivência ou morte celular 

(Donato et al., 2009; Van Eldik and Wainwright, 2003), variações na sua concentração 

no LCR podem estar envolvidas com o comprometimento das funções cerebrais 

observado em diferentes doenças. Entretanto, é importante ressaltar que, apesar de o 

mecanismo de secreção da S100B ainda não ser completamente elucidado, estudos em 

culturas primárias de astrócitos mostram que variações na concentração extracelular de 

S100B nem sempre estão relacionadas com variações na sua concentração intracelular, 
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uma vez que apenas uma pequena fração dessa proteína é secretada comparada ao seu 

conteúdo intracelular (Leite et al., 2004). 

No nosso trabalho, observamos um aumento da concentração de S100B no LCR 

induzido pelo modelo do HPA. Acreditamos que esse aumento pode estar envolvido com 

os sintomas neurológicos observados nos pacientes com PKU. Estudos in vitro mostram 

que a S100B em baixas concentrações tem efeitos tróficos sobre células neuronais e, em 

concentrações elevadas, possui efeitos tóxicos (Donato et al., 2009; Van Eldik and 

Wainwright, 2003). Apesar de não se ter ainda informações sobre a concentração de 

S100B no LCR de pacientes acometidos por erros inatos do metabolismo, incluindo a 

PKU, sabe-se que pacientes no início do desenvolvimento da doença de Alzheimer 

possuem um aumento da concentração de S100B no LCR, que pode estar relacionado a 

progressão da doença (Peskind et al., 2001), corroborando nosso resultado. Entretanto, 

em modelos animais de indução crônica de demência, uma redução de S100B no LCR foi 

observada (Costa et al., 2012; Rodrigues et al., 2010). Outro dado interessante, que 

reforça nossa teoria, é que, em pacientes com doença de Alzhaimeir ou demência de lobo 

frontotemporal, o aumento de S100B encontrado no LCR está diretamente relacionado 

com a atrofia cerebral encontrada nesses pacientes (Petzold et al., 2003). Sabe-se que 

pacientes com PKU, dentre outras manifestações clínicas, podem apresentar microcefalia 

(Surtees and Blau, 2000). Dessa forma, podemos supor que o aumento de S100B induzido 

por HPA no LCR observado em nosso estudo, se também for observado em humanos, 

poderia ser uma das causas dessa alteração. 

Apesar de ter se mostrado protetor no que diz respeito à captação de glutamato e à 

concentração intracelular de S100B, o treinamento físico não foi capaz de impedir o 

aumento da concentração de S100B no LCR dos animais submetidos ao modelo de HPA. 
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Esse dado reforça o fato de que a secreção de S100B é um processo altamente regulado e 

suas concentrações intra e extracelulares são moduladas de forma independente. 

A S100B é capaz de atravessar a barreira hematoencefálica e atingir a circulação 

sanguínea e, portanto, pode ser considerada um marcador de dano cerebral (Goncalves et 

al., 2008). Entretanto, sabe-se que a S100B também é produzida e secretada por 

adipócitos, o que também pode contribuir para variações na sua concentração sérica 

(Buckman et al., 2014; Fujiya et al., 2014; Goncalves et al., 2010). De fato, estudos 

mostram que nem sempre variações na concentração de S100B no LCR são refletidas na 

circulação periférica. A indução de neuroinflamação, por exemplo, por injeção 

intracerebroventricular de lipopolissacarídeo, provoca um aumento na concentração de 

S100B no LCR sem alteração da S100B plasmática (Guerra et al., 2011). 

No modelo de indução de HPA, não encontramos alteração na concentração 

plasmática de S100B. Existe apenas um estudo em humanos acometidos por PKU não 

tratados que mostra um aumento de S100B sérica (Schulpis et al., 2004). Nós acreditamos 

que essa diferença de resultado se deva a uma exposição de forma mais persistente às 

altas concentrações de Phe nos pacientes, uma vez que, em nosso modelo, as 

concentrações de Phe variam ao longo do dia, sendo mais altas imediatamente após as 

injeções. Outra possível explicação seria de que as concentrações séricas de S100B na 

PKU possam variar devido a outros fatores comprometidos na doença que não a HPA. 

Outra proteína característica de astrócitos e que está envolvida em diversas doenças é 

a GFAP, uma proteína marcadora de gliose reativa (Eng et al., 2000; Pekny et al., 2014). 

Existem poucos trabalhos na literatura relacionando erros inatos do metabolismo com a 

proteína GFAP, a maioria com a doença da urina do xarope do bordo (de Lima Pelaez et 
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al., 2007; Funchal et al., 2007). Em nosso estudo, não observamos alteração na 

concentração de GFAP cerebral nas regiões analisadas. 

As alterações encontradas no sistema glutamatérgico, bem como nas concentrações 

de S100B intra e extracelulares induzidas pelo modelo de HPA e o efeito do exercício 

físico estão resumidas na figura 10. 

  

Figura 10. Função astrocítica e transmissão 

sináptica glutamatérgica no modelo de HPA. A - 

transmissão sináptica normal. B - modelo de HPA, 

onde a captação de glutamato está inibida e ocorre um 

acúmulo de glutamato na fenda sináptica, estimulando 

exageradamente seus receptores pós-sinápticos, o que 

poderia levar a um maior influxo de cálcio intracelular 

e à excitotoxidade. A hipofunção astrocitária também 

é observada pela redução de S100B intracelular. O 

aumento dessa proteína no ambiente extracelular 

poderia indicar toxicidade ou uma tentativa de 

proteção. C - modelo de HPA e treinamento físico. O 

exercício físico foi capaz de impedir todas as 

alterações observadas no modelo de HPA, exceto o 

aumento da concentração extracelular de S100B, 

tendo, portanto, um efeito protetor. 
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5.3. O treinamento físico é capaz de modular a atividade astrocitária em animais 

saudáveis. 

Sabe-se que o exercício físico é capaz de modular a homeostasia cerebral. Nesse 

trabalho, além dos efeitos benéficos do treinamento físico nos ratos submetidos ao 

modelo de HPA, também pudemos observar efeitos do exercício físico nos parâmetros 

testados, quando comparamos os animais sedentários (SedSAL) com os animais treinados 

(ExeSAL). 

Muitos estudos sugerem um efeito do treinamento físico sobre a concentração 

hipocampal de GFAP. Alguns trabalhos não encontraram variações (de Senna et al., 2011; 

Santin et al., 2011), ou até mesmo uma redução da concentração de GFAP (Bernardi et 

al., 2013). Entretanto, a maior parte dos resultados até o presente momento sugere um 

aumento no conteúdo hipocampal de GFAP (Li et al., 2005; Rodrigues et al., 2010; Saur 

et al., 2014), que é acompanhado de aumento na proliferação de astrócitos (Li et al., 2005; 

Saur et al., 2014). Esse aumento na concentração de GFAP foi observado em córtex 

cerebral estriado e cérebro total de roedores (Li et al., 2005). Nosso estudo mostra um 

aumento da GFAP em hipocampo e córtex cerebral, corroborando os dados da literatura. 

Uma vez que esse aumento da GFAP é acompanhado de um aumento da angiogênese 

cerebral (Wang et al., 2014) e da neurogênese hipocampal (Uda et al., 2006), isso indica 

que o exercício físico pode estar contribuindo para o fortalecimento a unidade 

neurovascular. 

O treinamento físico, em nosso modelo de estudo, foi capaz de aumentar a 

concentração de S100B em córtex cerebral e hipocampo, o que também pode indicar um 

aumento de trofismo celular. Esse aumento da concentração de S100B intracelular não 

foi refletido em aumento de secreção dessa proteína, uma vez que a concentração de 
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S100B no LCR dos animais exercitados não foi alterada. Poucos dados na literatura 

mostram efeitos do exercício físico sobre a proteína S100B em tecido cerebral, nos quais 

não foram encontradas alterações no conteúdo de S100B hipocampal (Santin et al., 2011), 

bem como na concentração de S100B no LCR (de Senna et al., 2011; Rodrigues et al., 

2010). Similar ao nosso trabalho, uma tendência a aumento na concentração de S100B no 

LCR também já foi relatada (de Senna et al., 2011), mas sem diferença significativa. 

Alguns trabalhos já relataram um aumento de S100B sérico estimulado pelo exercício 

físico (Dietrich et al., 2003; Stocchero et al., 2014). Entretanto, esse é um efeito agudo, 

medido logo após a atividade física, que pode estar relacionado ao mecanismo de reparo 

e regeneração muscular, uma vez que a S100B está envolvida com a proliferação de 

mioblastos (Sorci et al., 2013). Nosso trabalho não mostrou alterações na concentração 

sérica de S100B após exercício crônico. 

Além do efeito sobre o trofismo astrocitário, o exercício físico, em nosso estudo, foi 

capaz de modular o metabolismo glutamatérgico. Nós observamos um aumento da 

captação de glutamato hipocampal, que não foi observado em outros estudos (Bernardi et 

al., 2013; Cechella et al., 2014; da Cunha et al., 2012) e tampouco em córtex cerebral. É 

importante ressaltar que esse aumento de captação não foi acompanhado de modificações 

na concentração de glutamato no LCR desses animais. Uma vez que nosso estudo foi 

realizado em animais jovens, diferentemente dos demais estudos, nós supomos que esse 

aumento na captação possa ser importante para o desenvolvimento do tecido hipocampal. 

Essa alteração da captação de glutamato foi acompanhada de um aumento da atividade 

da enzima GS, em córtex cerebral e hipocampo, já observado em outro trabalho (Bernardi 

et al., 2013), o que pode estar favorecendo o ciclo glutamato-glutamina e contribuindo 

para o desenvolvimento cerebral desses animais. 
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Muitos estudos já relataram efeitos antioxidantes no SNC estimulados pelo exercício 

físico. No que diz respeito à concentração de GSH cerebral, alguns estudos mostraram 

um aumento na sua concentração hipocampal (Rodrigues et al., 2009; Santin et al., 2011), 

mas a maior parte dos trabalhos não mostrou nenhuma alteração em córtex cerebral, 

estriado, hipocampo e cérebro total de roedores (Bernardi et al., 2013; Liu et al., 2000; 

Somani et al., 1995). Nosso trabalho não observou variações na concentração de GSH em 

córtex cerebral ou hipocampo. Não descartamos um efeito antioxidante do exercício 

físico no SNC; entretanto, esse efeito é provavelmente mediado por outras defesas, por 

exemplo, as enzimas antioxidantes, como já sugerido na literatura (Gomez-Cabrera et al., 

2008). 

Os efeitos do exercício físico no SNC dos ratos jovens estão representados na figura 

11. 

 

  

Figura 11. Efeito do treinamento físico no cérebro de animais jovens. A figura representa 

a função astrocítica nos animais sedentários, em A, e treinados, em B. Os animais treinados 

mostraram um maior trofismo astrocitário, com um aumento das concentrações 

intracelulares de S100B e GFAP. Além disso, a captação de glutamato (em hipocampo) e 

atividade da GS nesses animais está aumentada, favorecendo o ciclo glutamato-glutamina e, 

portanto, a detoxificação de glutamato e amônia cerebral. 
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6. Conclusões 

De acordo com os dados obtidos nesse trabalho, mostramos pela primeira vez que o 

modelo de HPA, característica da PKU, tem um componente importante de 

excitotoxicidade glutamatérgica em sua fisiopatologia, característica essa que o 

treinamento físico foi capaz de impedir. Outra característica que também pode estar 

envolvida na fisiopatologia da doença, encontrada alterada em nosso trabalho, foi a 

alteração da concentração de S100B intra e extracelular no SNC, que foi parcialmente 

impedida de ocorrer quando os animais foram submetidos ao exercício físico. Esses dados 

mostram a importância dos astrócitos no desenvolvimento das alterações cerebrais 

observadas na PKU e reforça sua importância como alvos terapêuticos para essa doença. 

Além disso, o treinamento físico nos animais jovens, alvos desse estudo, 

proporcionou um aumento do trofismo dos astrócitos, medido pelas alterações observadas 

na S100B, GFAP, atividade de GS e captação de glutamato. Esse dado reforça a 

importância da prática de atividade física para o desenvolvimento adequado do SNC, 

mesmo na ausência de situações patológicas.  
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