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RESUMO

A fenilcetontiria (PKU) € um erro inato do metabolismo devido & diminuigdo
da atividade da fenilalaniua hidroxilase no figado, levando ao actmulo de
fenilalanina € seus metabolitos no sangue, liquor e tecidos. Em seres humanos é
caracterizada, entre oufros sintomas, por refardo mental.

Neste trabalho, sfio estudadas as alteragbes no sistema beta-endorfinico de
ratos submetidos a fenicetontria experimental, através de testes comportamentais e
da determinagdo de imunorreatividade tipo beta-endorfina em hipotalamo, com e
sem exposigio a novidade.

Conclui-se que o modelo experimental deé PKU em ratos apresenta déficit de
aprendizado/memoria, aferido através do miimero de respostas de orientagdo na
habituagéio em campo aberfo. Ndo ha diferenga na atividade motora entre os grupos.

Nestes animais, o déficit de aprendizado/memoria foi acompanhado de uma
ausénecia de resposta & mnovidade, aferida pela redugdo dos niveis de
imunorreatividade tipo beta-endorfina no hipotalamo, a qual foi observada nos
controles.

Além disso, nio se verificou a redugfio esperada no nGmero de respostas de
orientagdo, do treino para o teste. Esta sttuagfo foi revertida nos ratos do grupo
experiméntal de PKU que reoebemm beta-endorfina murina imediatamente apds o
tremo.

Os resultados sugerem que o modelo experimental de PKU pode produzir
alteragbes no sistema beta-endorfinico, as quais ocorrem em paralelo com o défict
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1.2.1. Definicfio, aspectos clinicos e fratamento

iﬁl

(vmi

A fenleetontria (PEKUDY for um dos primeiros FIM a ser
relacionado 2 doenga mental;, € também a amincacidopatia mais
sstudada. Foi descoberta por Félling, em 1934, através da realizaclo do
teste do cloreto férrico {citado por Scriver et al., 1989,

A PKU apresenta um fendtipo caracterizado por niveis
plasmaticos persistentemente elevados de fenmlalanina (Phe), um
aminodcido neutro essencial. A Phe ¢ hidroxilada pela fenilalaning

idroxilase (PAH), formando tirosina; esta reagdo requer a presenga de
Phe, oxigénic, PAH ¢ o cofator te @za,gdm?’zzﬁmmm (BH4). Mo cérebro,
nfdo existe PAH, e sim uma enzima denominada tirosina hidroxilase, a
qual catalisa a conversio de Phe em tirosina na mesma velocidade em
que hidroxila a tirosima. O papel desta enzima na PKU nio esth
esclarecido (Scriver ef al, 1989; Bickel, 1987, Wyngaarden ¢t al,
1988).
em tirosina

lxui
w

3t % £
oxilacio da fenilalam

stada de Bickel, 1987 As principais

roias gstdo sumarizadas na ?
adaptada de Seriver et al, 1989 \

% £ 4 ) A & = Sy kS - & ST -

As causas de hiperfenilalaninemda envolvem mutacdes po locus

3
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1.4. OPIOIDES ENDOGENOS E SUA
RELACAO COM O APRENDIZADO E
MEMORIA

1.4.1. Opidides endogenos em seres humanos; aplicacio

clinica

A expressio "opidides enddgenos" ¢ utilizada para referir-se a um
grupo de peptideos do sistema nervoso central, com propriedades
biolégicas semelhantes as dos opidides de ocorréncia na natureza. As
endorfinas sdo assim denominadas por corresponderem funcionalmente
a uma morfina endogena (Adler, 1980).

A identificacio ¢ classificacio de varios subtipos de receptores
opidides levou & investigagdo de novos peptideos opidides, sendo
atualmente conhecidos mais de 20 peptideos diferentes. Muitos deles
encontram-s¢ sob investigagdo, embora suas fungdes ndo estejam
completamente elucidadas, sabe-se que podem atuar como neuro-
hormdnios, neurotransmissores ou neuromoduladores.

Um problema técnico importante ¢ a escassez de farmacos
especificos e seletivos que possam bloquear ou estimular somente um
dado sistema receptor-peptideo. Além disso, mesmo os anticorpos
apresentam reagdo cruzada entre mais de um peptideo da mesma classe
(Terenius, 1984, Blaszczynski & Winter, 1984).

As endorfinas, objeto deste estudo, ndo fogem 3 regra. Por
exemplo, o antagonista naloxone interage de modo complexo com os
varios receptores: € um antagonista eficiente apos ligagio ao receptor

mu {(com alta afimidade para a dinorfina ¢ beta-endorfina) ¢ um
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antagonista fraco para os receptores delta e kappa (respectivamente
com afinidade pelas encefalinas ¢ pela dinorfina) (Terenius, 1984).

A fungdo bioldgica das endorfinas em seres humanos tem sido
amplamente estudada, levando a conclusdes contraditdrias de varios
autores. Em seres humanos, inicialmente observou-se uma relagdo entre
distirbios psiquidtricos (notadamente a esquizofrenia ¢ transtornos
afetivos) ¢ niveis elevados ou diminuidos de endorfinas plasmaticas ¢
liquéricas.

Verificou-s¢ que, quando administrados como firmacos, os
opidides endédgenos produzem alteragdes de humor semelhantes a
quadros depressivos e, em certos casos, sintomas psicoticos €
esquizofreniformes. Além disso, os pacientes deprimidos ¢
esquizofrénicos possuem limiares mais elevados 3 sensagio de dor.
Entretanto, a administragdo do antagonista naloxone fornece elementos
contraditérios, com melhora, piora ou ausénecia de alteragBes nos
pacientes (Blaszczynski & Winter, 1984).

Berger et al.,, em 1986, realizou uma ¢xtensa revisfo sobre os
estudos relativos a beta-endorfinas em pacientes psiquiatricos. Quanto 3
esquizofrenia, os achados eram controversos: varios autores
sustentavam que estaria associada a uma elevagio na concentracio
plasmaética ou liquérica de beta-endorfinas, enquanto outros relatavam
uma redugdo na mesma. Os principais problemas destes estudos,
abundantes na década de 70 ¢ inicio de 80, foram a falta de controles,
estudos ndo-duplo-cegos, uso concomitante de medicagio neuroléptica
¢ uso de doses intravenosas ¢levadas ¢ heterogéneas de beta-endorfinas
numa tentativa de provocar a remissfio dos sintomas (o que foi obtido
em alguns pacientes) (Berger et al., 1986, MNaber, 1981).
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Quanto 4 depressio unipolar, um estudo sugeriu que © uso
intravenoso de beta-endorfina tornava os pacientes hipomaniacos;,
porém, ndo foram utilizados controles. Outro estudo, realizado por
Risch, em 1982 (citado por Berger et al, 1986), verificou que a
concentracdo  plasmatica  matinal de  beta-endorfina  era
significativamente maior em pacientes deprimidos do que em controles
pareados por sexo ¢ idade.

Alexopoulos, em 1983, comparou 10 pacientes com depressdo
unipolar sintomatica ¢ 16 controles normais. Nao observou diferencas
significativas entre eles quanto 4 concentracdo plasmatica de beta-
endorfinas. Entretanto, apds submetidos a eletroconvulsoterapia, todos
os pacientes deprimidos apresentaram um aumento de aproximadamente
3 vezes na concentragdo plasmatica da mesma, provavelmente devido a
liberagdo causada pelo procedimento.

Ja em relaglo a doenga bipolar, tendo em vista os achados de uma
série de estudos iniciais, a Organizagdo Mundial de Sadde realizou um
estudo colaborativo com a administragdo de naloxone a pacientes
maniacos, 0 que supostamente melhoraria os sintomas, € ndo registrou
cfeitos apds doses elevadas do mesmo.

Risch et al., em 1980, realizou um estudo em voluntérios normais.
administrando fisostigmina na doenga bipolar. As alteragdes de humor
induzidas pela fisostigmina (depressio, hostilidade ¢ confusio)
correlacionaram-se positivamente com os niveis de beta-endorfina, mas
ndo com o cortisol plasmético, sugerindo haver uma via de agfio da
beta-endorfina mediada pela acetilcolina, a qual poderia estar
hiperfuncionante na depressio (citado por Berger ¢t al., 1986).



Atkinson et al., em 1983, realizou medidas da imunorreatividade
tipo beta-endorfina plasmatica em pacientes psiquiatricos, pacientes com
dor cronica ¢ voluntarios normais. Verificou que os pacientes
psiquidtricos € com dor crbnica apresentavam medidas de
imunorreatividade tipo beta-endorfina significativamente maior que os
controles, além disso, os pacientes com sindrome dolorosa também
apresentavam beta-endorfinas significativamente maiores que o0s
pacientes psiquiatricos.

Entretanto, um estudo realizado por Alessio et al., em 1988, nic

,
Eonge
iou diferengas entre paciente

Ao V‘?:ﬁﬂﬁ w'?‘ B gy 79% wm Al fgj“‘v’g/' Fary y~ dgasy 5*3
v BeRALEL WSLA WB%ALL BEARFL RERJLEAWEL 39

wm quadre de  hérnia de disco cervical ou Ee:ﬁ;ﬁmf? em relagdo a
imunorreatividade tipo beta-endorfina medida no liquor, coletado antes
do procedimento ciriirgico de corregio.

Nappi et alii, em 1988, avaliou a beta-endorfina, beta-lipotropina ¢
ACTH, os quais sdo codificados pelo mesmo gene, através da pro-
opiomelanocortina, na deméncia degenerativa (Alzheimer pré-senil ¢
senil) e vascular, Verificou que a beta-endorfina somente estd reduzida
na doenga de Alzheimer, enquanto na doenga vascular cerebral
transitéria ou permanente (acidente vascular cerebral) a mesma estd
dentro dos limites normais. Segundo ele, em individuos normais, a
beta-endorfina mostra-se em niveis inversamente proporgionais a idade,
enquanto na doenga de Alzheimer ¢la apresenta uma redugdo severa.
Entretanto, a concentragio de beta-endorfinas também estd reduzida na
doenga de Parkinson nfio-tratada, sem deméncia, o que indica nfo ser
este opidide endogeno o responsavel direto ¢ isolado pela
sintomatologia cognitiva demencial (Nappi et al., 1988),
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Slowinska et al., em 1988, analisou o ritmo circadiano do ACTH,
cortisol € beta-endorfina em pacientes obesos, hipertensos ¢ controles
normais pareados para idade ¢ sexo, antes e depois da administragio de
clonidina. Observou que, em individuos normais, a beta-endorfina
apresenta um ritmo circardiano, ¢ a administragdo de clonidina, diminui
a secrecio de beta~endorfina. Em obesos, nio ocorre o ritmo circadiano
¢ as concentragdes de beta-endorfina sdo significativamente maiores.
Em hipertensos, o ritmo pode estar alterado ou ndo; naqueles em que ha
reducio da concentragio plasmatica de beta-endorfina, hi uma resposta
pressorica de reducdo da pressdo arterial 4 administragdo de clonidina.
O naloxone, em seres humanos, ndo possui efeito sobre a aglo
pressorica da clonidina. Ou seja, a beta-endorfina exerce um efeito
hemodindmico ainda nfo completamente esclarecido, atuando através
do sistema nervoso simpético sobre os centros reguladores da pressio
arterial (Slowinska, 1988).

Nappi et al., em 1989, comparou as concentrag@es plasmaticas de
beta-endorfina em mulheres com ovario policistico, obesas ¢ normais, ¢
mulheres sem disfungdo ovariana, obesas ¢ normais. Constatou que a
concentragdo de beta-endorfinas mostrou-se significativamente elevada
em obesas, independente da fungio ovariana.

(eisbergen et al., em 1989, estudou o efeito pressérico da beta-
endorfina endbgena associada 4 alfa-metildopa. Normalmente, a
associagdo de ambas produz uma queda na pressio arterial A
administragdo de um antisoro anti-beta-endorfina ou anti-dinorfina
impediu a redugdo da pressfo arterial patrocinada pela alfa-metildopa,
demonstrando a relagio destes opidides com a regulagio da pressfo

arterial,



Como se pode ver, os opidides endbdgenos apresentam multiplos
cfeitos clinicos: além da analgesia, possuem ¢feitos sobre a pressio
arterial, motilidade gastrointestinal ¢ atividade motora. Pegsucm
também efeitos isolados tio dispares como a inibigio das c—aﬁtragé‘jcg
eletricamente induzidas dos vasos d@feréntes do camundongo, contragéo

eletricamente induzida do musculo liso do ileo de cobaio (utilizado para
estudos da fisiologia do trato gastrointestinal), ¢ inibe a atividade da
adenilato-ciclase em cultura de células de neumblasmmawgliOma (Smith,
1984),
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1.4.2. Opidides enddgenos versus aprendizado/memdria

O aprendizado, definido como a aquisi¢io de experi€ncias inéditas
ao individuo, ¢ complementado pela memoria, conceituada como a
retencio e recordacdo (ou evocagio) destas experiéncias. A avaliagdo
da consolidac¢iio da memoéria s6 pode ser feita de forma indireta através
do teste, submetendo-se o individuo novamente a experiéncia anterior
(Netto, 1984).

Em animais experimentais, o aprendizado somente pode ser
avaliado na forma de um comportamento quantificavel, para tanto,
utiliza-se a supressdo de respostas inatas, a inducdo de comportamentos
ndo-naturais ou a exposicdo a ambientes aos quais o ammal ndo esti
familiarizado, como a caixa padronizada para a habituagfo ao campo
aberto. Para fins de anélise, denominamos freino 3 primeira exposicio 4
novidade, ¢ feste 4 segunda exposicdo, realizada 24 horas apds,
Considera~-se que ocorreu aprendizado se houve uma melhora na
performance do animal da primeira para a segunda sessio (Netto,
1987).

A experiéncia nova conduz 4 aquisigio de comportamento
{estratégia adequada 4 situacfio) e informacio, Apods o armazenamento
dos mesmos {definido como a representagio neural hipoiética do
complexo informacional), ocorre a consolidagio (processo hipotético
responsavel pela modulagdo do armazenamento, determinando a
intensidade da representacdo neural), Finalmente, no momento do teste

ocorre a evocagdo, que nada mais € que a emissAo de resposta a uma



situacic ambiental previamente vivenciada ¢ armazenada (Izquierdo ¢
Metto, 1985).

A exposigic a uma novidade, em uma ampla gama de
experimentos, normalmente acompanha-se de um decréscimo na
imunorreatividade tipo beta~endorfina cerebral em ratos (a qual, devido
a sensibilidade cruzada do anticorpo utilizado para aferigio, abrange a
beta-endorfina ¢ beta-lipotropina). Este decréscimo € observado em se
tratando de tarefa aversiva ou nfo, independente do tipo ¢ duragio do
experimento (Izquierdo et alii, 1980, 1984; Netto et alii, 1985).

MNo modelo amimal de PKU utilizado por este grupo de pesquisa,
optou-s¢ por realizar uma tarefa nio-aversiva (habituagio ao campo
aberto) por ser a que apresenta menor mferferéncia quanto ao nivel de
estresse do animal, produzindo um menor nimero de alteragSes
motivadas pela tarefa em si ¢ permitindo um maior discernimento em
relacdo aos efeitos do tratamento farmacolégico sobre o aprendizado ¢
memoria. De acordo com Strupp (1984), as tarefas ndo-aversivas sdo as
mais adequadas para o estudo do aprendizado ¢ meméria na
hiperfenilalaninemia crdnica € modelo animal de PKU.

Segundo Izquierdo (1991), inicialmente se acreditava que o efeito
dos opidides sobre a memoria seria de facilitagdo pura e simples, devido
a um raciocinio errbneo de que a adicdo aos opidides, provocando
gratificacdo, implicaria em facilitacdo da memoria. Entretanto, varios
estudos que aparentemente demonstravam esta facilitagio foram
realizados com tarefas aversivas, e a retengfo poderia ser facilitada pelo
choque, ¢ ndo pelo opidide em si. A facilitagio da memoéria pelo

antagonista opidide naloxone veio contradizer este achado.



Posteriormente, varios autores relataram que a injegdo de beta-
endorfina antes ou imediatamente apds o treino dificultava a retengéo;
entretanto, este efeito dependia do tempo decorrido do treino 4 inje¢do
¢ também da dose da droga. A beta-endorfina possui uma curva de
dose-resposta em U invertido, perdendo seu efeito a medida que a dose
aumenta. A administracio de beta-endorfina ou exposigdo a novidade
antes do teste produz um aumento da evocagdo reversivel com naloxone
ou naltrexone, indicando o surgimento de um tipo de dependéncia de
estado. Nos animais tratados com beta-endorfina pés-treino, a
dependéncia seria mais intensa, e assim, mais dificil de superar com
tratamentos pré-teste (Izquierdo, 1991)

Segundo Kovacs & de Wied (1981) em tarefas de esquiva passiva,
a administragio de beta-endorfina facilita a retengic de forma
dependente da dose e tempo de aplicagdo apds o treino e antes do teste.

Esta facilitagiio nfio € reversivel com ¢ uso do antagonista opidi
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[citados por Kovacs & de Wied, 1981]) encontfraram que pequenas
quantidades de beta-endorfing administrada por via subcutinea afetava o
desempenho em tarefas de esquiva ativa, bem como o estado de alerta
do animal. Com base no estudo de Ader ef al, realizado em 1972,
Kovacs & de Wied, D, em 1981, realizaram um experimento para
avaliar ¢ efeito da beta~endorfina na consolidacfio da meméria em ratos.

Acredita-se que a consolidagio da meméria ocorre dentro de
algumas horas apds a realizagfo da tarefa; no estudo de Kovacs & de

Wied (1981), a administracfo subcutinea de beta~endorfina humana em
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ratos, imediatamente ap6s o treino, ndo afetou a esquiva passiva se
utiliada em baixas doses. Em doses elevadas, facilitou a esquiva passiva.

Em contraste, quando injetada 1 hora antes do teste, a dose menor
produziu uma facilitagio da esquiva passiva, mas a dose maior ndo
obteve efeito, indicando a presenca de uma atividade dependente da
dosge. Os autores concluiram que as doses menores de beta-endorfinas
expressam a atividade do peptideo em s, enquanto as doses clevadas
apresentam uma curva de efeito bimodal, devido 4 conversdo de beta-
endorfina em alfa ¢ gama-endorfina, com atividades distintas.

Austen et al. (1977) (citados por Kovacs & de Wied, 1981)
demonstrou a presenca desta conversio ir vitro, em fragdo
sinaptossomal de cérebro de rato.

O efeito da beta~endorfina administrada ¢ varidvel entre diferentes
linhagens de ratos. JA4 em 1985, Frischkenecht et al. havia observado
que, em relagdo 4 morfina, os fatores gendlicos influenciavam sobre a
ingesta da mesma, bem como sobre seus efeitos no consumo de
alimentos, analgesia, atividade locomotora, aprendizado e memdria.

Como fo1 visto anteriormente, as criancas fenilceton(ricas
apresentam, entre outros sintomas, déficit no desenvolvimento neuro-
psicomotor ¢ no aprendizado, que se agrava progressivamente até o
retardo mental. Este dltimo deve-se sem divida a um somatdrio de
fatores, muitos dos quais ainda sob investigagio. Na PKU, a
neuroquimica basal do ¢érebro esta alterada. Existe uma reducio global
da sintese vprotéica e alleragSes especificas na  sintese de

polirribossomos, RNA mensageiro, mielina ¢ proteinas derivadas da

o>

mesma. A desmielinizag8o ocorre mesmo em adulfos, apds a suspensi

da -dieta pobre em fenilalanina, tendo sido documentada in vivo
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indiretamente, por alteragfes no eletroencefalograma, ¢ diretamente,
através da ressondncia nuclear magnética. Assim, as conexdes
interneuronais também sofrem alteracfo, ¢ que ¢ mais um fator
complicando a investigagio (Krause et al., 1986, Pearsen et al, 1990,
Scriver et al., 1989, Wyngaarden & Smith, 1988).
MNo momento em que este estudo fol iniciado, ndo havia nenhum
trabalho publicado referente 2 PKU e opidides endogenos. Somente

3 + T3 5

£303 i P N | PO |
1991 surgiram alguns estudos sobre ¢ tema. Bach et al, em 1

KE

91,
estudou os niveis liquéricos de beta-endorfinas em 13 pacientes cor
PKU ¢ 6 controles da mesma idade. Encontrou uma tendéncia 2
clevacio dos niveis de beta-endorfina nos pacientes com PKU. As
concentracdes de beta-endorfina ¢ fenilalanina liquéricas tiveram
correlacio linear estalisticamente significativa. Segundo o aufor, estes
dados sustentam a hipétese de que existe alteracfo do sistema opidide
enddgeno na PKU.

Entretanto, Nieclsen et al, em 1991, estudou criangas com
sindrome de Rett e compararam com adolescentes assintomaticos
portadores de PKU, diagnosticada ¢ tratada precocemente, Constataram
que ambos os grupos apresentavam nivel elevado de imunorreatividade
tipo beta-endorfina no liquor, embora ¢ grupo PEU ndo apreseniasse
qualquer dos sintomas do grupo portador da sindrome de Rett,
concluindo que este achado provavelmente ndo apresentava significado
fistopatolégico.

Os ratos do modelo animal de PKU utilizado neste estudo,
através da injecio subcutinea de duas doses didrias de fenilalanina e
uma dose diaria do inibidor da PAH, alfa-metilfenilalanina, apresentaram

em um estudo-piloto inicial uma auséneia de reducio no nlimero de
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respostas de orientaco durante o teste, indicando que o modelo animal
de PKU poderia apresentar déficit no aprendizado e memdria (Castilhos,
1986).

- Matthies, em revisio de 1989, discorre sobre algumas premissas
tedricas do aprendizado ¢ memoéria. Segundo ¢le, "o aprendizado e
meméria exibern diversos aspectos fenomenologicos, conforme o nivel
de organizacio bioldgica considerado pelo observador ", isto €, podem
ser estudados tanto a nivel psicolégico ou comportamental quanto a
nivel bioquimico-molecular.

A abordagem conceitual mais aceita atualmente para o estudo do
aprendizado ¢ memoria, segundo Matthies, € a teoria coneccionista.
Hsta basela-se parcialmente na teoria dos sistemas, em que a estrutura
funcional de um sistema ¢ definida pelo mimero ¢ propriedades de seus
componentes, bem como pelo niimero ¢ propriedades de suas relacdes
ou conexfes mutuas. Assim, uma alteragdo no sistema pressupbe uma
alteracio em sua estrutura funcional, mas nem toda alteragdo funcional
conduz a uma modificagio no sistema (Matthies, 1989).

Aplicando-se este conceito ao cérebro humano, pode-se encarar
08 neurbnios como elementos basicos do mesmo (complementados por
células estruturais, como a glia e vasculatura), © as sinapses como suas
conexdes basicas para a estrutura funcional. Supondo que o nimero ¢
fungdo dos neurbnios nfo se modifique durante o aprendizado ¢
memoria, alteragfes nestes Ultimos seriam  devidas a mudancas
funcionais, isto é, nas propriedades ou niimero de sinapses. Isto seria
regulado no individuo através de dois sistemas bésicos: 1) o surgimento
de uma hierarquia de controle; 2) uma estrutura funcional multiestavel

(conexdes sinapticas ativadas somente quando necessario) conectando
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sistemas ultracstavels (conexfes sinapticas perenes ou sempre ativas)
por meio de relacbes varigveis (Matthies, 1989).

Assim, a informacic chega ao cérebro em forma de sinal
gletroquimico;, a molécula do neurotransmissor somente torna-se
informacdo apds a interacdo com um sistema funcional em particular.
Assim, uma cultura de células neuronais nfo gera memoria no sentido
comportamental, embora possua os elementos necessarios 4 mesma,
pela simples razio que nfo possui estrutura funcional conectiva
(Matthies, 1989). Esta abordagem expfe a dificuldade de avaliar ¢
aprendizado ¢ memoria em diversos modelos animais, buscando

semelhancas aos achados em seres humanos,



2. OBJETIVOS

no gigtema beta-endorfinico em um modelo animal de

racdioimunoensao,

comporiamentais envolvendo a @X?Qﬁig}ﬁ{‘é a novidade.

A exisiéncia de um

mental neste erro im‘im do metabolismo.
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3.1.a. Animais experimentais (primeiro grapo}

Foram utihizados ratos Wistar machos ¢ iemeas, provementes do

T

Biotério do Instituio de Biociéncias da Universidade Federal do Rio

Grande do %m criados em numero de oo por Q??e:} a & desmamados aos

21 dias de idade Apds o desmame, foram

g an

comercial ad lbilum sem a adigho de fes
mantidos em ambiente climatizado, com ciclo de 12 horas de

furninosidade.

-

Um total de 38 ammais fol aproveitado para esta primeira fase
sendo machos ¢ fémeas 1gualmenie distribuidos entre oz grupos de
tratamento. O peso corporal médio dos animais, aos 90 dias de vida, fol
de 269,6 g +/- 21,44 para os machos ¢ 3%39#‘@? g +/= 12,35 para as

fémeas,

= diferenca estatisticamente sior
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(38 ratos Toram randomicamente fjmﬁ%ywﬁ% e 1rés

manipulados, salina ¢ fenilcetoniiria (PKU), de acordo com o seguinie

protocolo:

} Nao-manipulados: ratos que nfo receberam injegdo subcutinea dos

seis a0s vinte e oito dias de vida,

fentialanina.

33 PKLL: ratos tratados dos se
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aos 28 dias de vida.
ﬁgi:ség o término do tratamento, os ratos foram separados por sexo
2im gﬁém diferentes, sendo mant fidos até os 90 dias de vida com ragio

ona g libitum,

,?

m

comercial Germinia

3.1.¢. Estimulo comportamental

A Eﬁ;s;%;iﬁ‘:za@g:iéigrs S GAMIPO afém:sri:{;:@ foi realizada em duas caixas

nadronizadas de eucatex medindo 50 x 60 x 40 om, com 2 face frontal

ﬁzfmﬁﬁz‘a@gﬁa ¢ 0 piso revestido por Hndleo e cruzado por cinco lnhas
brancas, formando 12 retAngulos idénticos.

(s amimais foram colocados de frente para o canto posterior
esquerdo da caixa e, em intervalos de 2 minuios, foram registrados o
mimero de respostas de onemtagdo (rearing), caracterizadas como a
elevagdo completa do animal sobre as duas patas traseiras, retirando
ambas as patas dianteiras do solo;, o mimero de cruzamentos sobre as
Hinhas brancas do pigo da caixa {(crossing), tomade como medids da

atividade locomoiora; o nimero de bolog fecais & o nimere de
atividades de limpeza (erooming), definidas como o cruzamento de
ambas as patas dianteiras sobre o focinho, estando o animal seniado

sobre as patas traseiras. Para Nns de apalise, estes Glfimos foram

considerados indicativos de estresse do animal,
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3.1.d. Dosagem de imunorreatividade tipo p-
endorfina |

5

Aos 90 dias de vida, uma parte dos animais fol randomicamente

selecionada para decapitagdo imediata. O restante fo1 submetido a uma

s 3
sessfo de habituacio em campo aberto e a seguir decapitado.
Apds a decapitagio, o cérebro foi retirado e colocado sobre placa

de Petri com gelo e sal grosso, mantendo-se a temperatura de cerca de 4

timo colocado em

Bkl S T B L2

nor uma ?@m a2 em

B i &k, 4%
&

g@ﬁii{éﬁzga i’@fﬁg@m@& éiﬁiazmﬁ} O sobrenadante foi gﬂg@mrg:; e

posteriormente submetido a técnica de mmunorreatividade tipo beta-

endorfina, de acordo com as instrugbes do fabricante do kit NEK-003

Dupont-NEN, seguindo-se o procedimento utilizado anteriormente por
Ezqz;iﬁrdﬂ & colaboradores.

Toda a vidraria utilizada foi siliconizada. Os reagentes foram
resfriados em banho de gelo; o padriio e 0 marcador de beta-endorfina
125Y foram preparados imediatamente antes do uso. A curva-padrio foi
pipetada de acordo com as orientacdes do kit

Inicialmente, os tubos denominados de contagem tot




ie solucdo de anticorpo. Os tubos 5 e 6 também receberam 100 pl de

solugio de anticorpo.

A seguir, todos os tubos foram colocados sobre vortex durante
cinco segundos ¢ incubados a 4 oC por 24 horas, ApGs a incubacio,
todos os tubos, exceto os de contagem total (1-2) receberam 0,5 ml de
suspensdo concentrada de carvio a 1,6%. Foram pipetados 0,5 ml de

tampdo, nostubos 1 e
Todos os tubos foram novamente colocados sobre vortex por

cinco segundos ¢ mcubados em barho de gelo por um minimo de 15

foram e ﬁf@:g;ﬁqm%xm%

itk “dg;::m
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Foram utilizados ratos Wistar machos e f€meas, proverienies do

inciencias da nivermdade Fe

' gaiola ¢ desmamados a0s

21 dias de iaﬁaﬂ::?i@. Apbs o desmame, foram alimentados com ragio
comercial ad libinum sem a adigio de fenlalanina, Os animais foram

% G

mantidos em ambiente climatizado, com ciclo de 12 horas de

luminosidade.,
Um total de 61 amimais foi 1 E; izado nesta fase, sendo 33 machos e

28 fémeas iguaimente distribaidos
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3.2.b. Tratamento farmacolégico

Trucialmente, os ratos foram randomicamente distribuidos em dois

ot oooio:
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injecdo subcutinea de solugdo saling a 0,85%, de doze em doze horas,

em volume correspondente ao volume calculado por peso do grupo

fenilalanima.

23 Fentlalanina, ratos tratados dos seis aos vinte e oito dias de vida com
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3.2.e. Avalia¢ao comportamental

Os ratos foram submetidos 4 habituwagio ao campo aberto,
realizada em uma caixa de madeira medindo 50 x 60 x 40 cm, com a
face anterior envidracada, com o piso revestido por lindlec ¢
atravessado por 5 linhas brancas, formando 12 retingulos idénticos.

(s ratos foram colocados de frente para o canio posterior

esquerdo da caixa, ¢ durante 2 minutos r@gigmumm o nomero de
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rearing), 0 wiimero de cruzamentos sobre as smhfz% brancas {cruzamento

ol crossing), o numero de bolos fec e cruzamentos de ambas as
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paias dianteiras sobre o locinho, estando o amimal sentado sobre a
patas traseiras (atividade de limpeza ou grooming).
A diferenga enire os resuliados das respostas de orientagdo no

treino e leste fol considerada uma medida da meméria do animal, Os

imﬂ

dados foram comparados quanto ao {reino ¢ teste, realizados durante

miniitos cada um e ocorrendo com 24 horas de mtervalo.
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4. RESULTADOS

41. PRIMEIRO GRUPO EXPERIMENTAL :
determinacdo da imunorreatividade tipo beta-endorfina
no modelo experimental de PKU e resposta i novidade.

Os animais pertencentes ao primeiro grupo experimental ndo
apresentaram diferengas significativas quanto a0 peso corporal, peso
cerebral € peso do hipotalamo (g) aos 90 dias de vida, entre 0 modelo
animal de PKU ¢ os confroles. Também nfo foi observada diferenca
significativa entre os sexos, quanto ao peso cerebral e do hipotalamo.

Alguns autores referem uma rcdug;ﬁo de peso em ratos tratados
hiperfenilalaninémicos; entretanto, a maioria dos trabalhos nos quais se
verifica essa redugfio utilizam o inibidor p-clorofenilalanina. Neste
trabatho, foi utitizado o inibidor o-mePhe. (Lane et al., 1980; Scriver et
al., 1989)

Entretanto, os dados sfio referentes 4 pesagem realizada aos 90
dias de vida, imediatamente antes da exposi¢do 4 novidade ¢/ou abate,
quando o tratamento crénico realizou-se dos 6 aos 28 dias de vida do
animal, Assim, caso o animal tenha apresentado algum déficit de peso
corporal durante o tratamento, héixve_ tempo suficiente para a
recuperagio. |

Vale ressaltar que a andlise dos pesos corporais dos animais aos 6,
14 ¢ 28 dias de vida nfo revelou diferengas significativas entre os
grupos, embora se observe uma discreta tendéncia 4 reduglio do peso
corporal aos; 28 dias, no grupo PKU, ndo significativa.
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A Tabela 4.1.1. apresenta os dados de peso do cérebro ¢ peso do
hipotalamo destes animais, aos 90 dias de vida. Os dados referentes ao peso
médio dos animais, aos 6, 14 ¢ 28 dias de vida, sdo apresentados na Tabela
412. | |

Tabela 4.1.1. Peso cerebral e peso do hlpoialame (g) dos ratos NM, SAL e
PKU aos 90 dias de vida.

Grupos experimentais
NM SAL PKU
21) @1 (13)

Peso do cérebro (g)  0,977+/-0,063  0,921+/-0,082  0,948+/-0,049
Peso do hipotdlamo (g) 0,071+/-0,010  0,068+/-0,011  0,065+/-0,015

Resultados expressos em média +/- desvio-padrijo; entre parénteses, o niupero de animais.
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Tabela 4.1.2. Peso corporal médio (g) dos animais aes 6, 14 ¢ 28 dias de

tratamento crénico.

NM SAL PKU
21 @n (13)
6dias 12,35 12,42 12,57
+-1,12 +-1,.25 +-1,34
14 dias 28,86 25,01 25,20
+-1,76 +-2,53 +-1,55
28 dias 67,27 67,93 63,33
+-3,12 +/-2,05 +- 5,89

Resuliados expressos em média +/- desvio-padriio; enire parénteses, o miimero de animais.

Os ratos foram distribuidos aleatoriamente entre os grupos PKU,
Salina ¢ Nio-manipulado. A seguir, a0 completar 90 dias de vida, foram
randomicamente designados para sactificio imediato ou sacrificio apds
exposicio 3 novidade. | | |

A metade dos animais foi exposta ao campo aberto por um periodo de
oito minutos, sendo a seguir sacrificada. Assim, foi possivel registrar uma
curva de atividade motora (expressa em nGmero de cruzamentos), de
reconhecimento do ambiente (expressa em numero de respostas de
orientagdo) ¢ de estresse (registrado através do niimero de atividades de
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limpeza ¢ de bolos fecais) ao longo de oito minutos.

Verificou-se que ndo houve diferenga, ao longo do tempo, na atividade
motora ¢ nivel de estresse dos animais (dados ndo apresentados). O nimero
de cruzamentos manteve-se constante ao longo dos oito minutos, ndo
apresentando diferenca entre os grupos de tratamento (F(2,25)=0,90,
p=0,419).

O ndmero de atividades de limpeza, analisado por ANOVA de duas
vias com teste de Friedman, ndo apresentou variagdo significativa (SAL; p =
0,1087, NM: p = 0,8471, PKU: p = 0,9903).

O nimero de bolos fecais, analisado por ANOVA de duas vias com
teste de Friedman, também ndo aprcscntou dzferenga significativa ao longo
do tempo, entre os gupos (SAL: p = 0,1322; NM p = 0,4251; PKU: p =
0,8525).

Os controles SAL ¢ NM ndo apresentam diferengas entre si no nfimero
inicial de respostas de orientagdo, quando analisados com ANOVA
utilizando o teste F de efeito simples (F(1,18)=0,513, p=0,458).

Entretanto, os grupos controles (SAL ¢ NM) aprescntaram um
decréscimo significativo no numero de respostas de orientagdo ao longo do
tempo , o qual ndo foi observado no grupo PKU. Ou seja, existe diferenca
entre os tratamentos no nGmero de respostas de orientagdo ao longo do
tempo (F(3,75)=9,98, p<0,001), ¢ entre os varios grupos (F(6,75)=3,11;
p=<0,01).

A Tabela 4.1.3. apresenta as médias ¢ desvios-padrio do nimero de
respostas de orientagio ao longo do tempo, para os diferentes tratamentos,

A Tabela 4.1.4. apresenta as médias ¢ desvios-padrio do nimero de
cruzamentos ao longo do tempo.
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Tabela 4.1.3. Namero de respostas de orientaciio ao longo de eito

minutos.
Tempo SAL NM PKU

(10) (10) @)
0-2 min 21,3+/-4,83 21,4+/-3,47 13,,62+/73,58
2-4 min 17,4+/-4,32 17,6+/-4,99 14,75+/-5,06
4-6 min 15,8+/-6,34 15,3+/-5,12 14,37+/-4,53

6-8 min 15,0+/-5,45 10,7+/-4,71 13,62+/-3,11

Res\ﬂtados expressos em média +/- desvio-padriio; entre parénteses, o mimero de animais.
*Exwted:femx;amﬁeosnm'osuncmsdempoﬂasdeonentagﬁo mas somente se
considerados woladmntedosmmntes(teste Qm-qmdrado p<001)

*Existe diferenca entre os grupos no mimero de respostas de orienfag8o ao longo do tempo
(F(3,7559,98;p< 0,001). A inleracdo enire os grupos ao lm;ago do tempo mostron que sfio
diferentes enire 5i (F(6,75)=3,11; p=<0,01). |
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Tabela 4.1.4. Niimero de cruzamentos ao longo de oito minutes.

Grupos experimentais
SAL NM PKU
Tempo  (10) (10) (8)
02 min  29,0+/-7,30 29,9+/-5,71 21,13+/-9,43
2-4min  24,6+/-8,48 32,9+/-10,49 21,75+/-12,52
4-6 min  27,6+/-17,01 26,2+/-10,36 26,88+/-7,06
6-8min  24,1+/-14,84 21,6+/-10,41 20,75+/-7,67

Resultados expressos em média +/- desvio-padriio; entre parénteses, o nimero de animais.

*Nio existe diferenca significativa entre o nimero de cruzamento para os diferentes grupos
(F(3,75) = 2,17, p > 0,09). Nio houve diferenga na interaciio entre os grupos ao longo do tempo
(F(6,75) = 1,58, p > 6,15).
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Os niveis de imunorreatividade tipo P-endorfina hipotaldmicos nfo
apresentaram diferenca em relacdo ao sexo do animal (F(5,32)=2,078; p =
0,154). Consoante 4 literatura consultada, a imunorreatividade tipo p-
endotfina foi afetada pelo tratamento ¢ pela exposigdo & novidade, como se
pode observar na Tabela 4.1.5. (F(5,32)=5,056; p < 0,01)

Nos grupos controle (SAL ¢ NM), os niveis iniciais de
imunorreatividade tipo P-endorfina foram similares (F(3,26)=2,326; p =
0,114), mas apresentaram redugio significativa apds a exposigio A novidade
(F(3,26)=12.859; p < 0,001). |

Nos ratos do modelo animal de PKU, o nivel inicial de
imunorreatividade tipo p-eadorfina foi semelhante ao dos controles, mas nfo
sofreu reduclio significativa apés a exposigdo 3 novidade, possiveknente
indicando uma auséncia de liberaglio cerebral de endorfinas.

Considerando todos os tratamentos, a anélise de varidncia de duas vias
ndo evidenciou diferenga entre os iratamentos, mas; houve interagio
significativa entre treino ¢ tratamento. O teste de Duncan mostrou que, para
um nivel de significincia de p<0,01, o grupo PKU com treino é diferente do
controle NM com treino. Para p<0,05, PKU com treino difere de ambos os
grupos NM ¢ SAL com treino; PKU sem exposi¢do & novidade ndo difere de
ambos os grupos NM ¢ SAL sem exposi¢do a novidade,

A Tabela 4.1.5. apresenta os resultados da imunorreatividade tipo p-
endorfina nos diferentes grupos de tratamento, com ¢ sem habituagio ao
campo aberto, expressos em ng totais por animal.
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Tabela 4.1.4. Resultados da imunor;‘eaﬁﬁdade tipo P-endeorfina neo

hipetilame ‘de rates PKU e controles, com ou sem exposicdo

novidade.

Grupo Exposicdo a - Imunorreatividade tipo
‘ novidade B-endorfina (n)
PKU ausente 415,67 +/- 176,43
presente 388,40 +/- 34,11b
SAL ausente 439,25 +/- 114,54
presente 234,71 +/- 109,592
NM ausente 418,63 +/- 130,53
presente 210,88 +/- 81,802

Resultados expressos em média +/- desvio-padrifo; entre parénteses, o nmero de animais.
a)p <0,05 em relag#io ao grupo sem exposi¢do & novidade.
b) p<0,001 em relaciio aos grupos SAL e NM expostos 4 novidade (teste de Duncan).
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4.2. SEGUNDO GRUPO EXPERIMENTAL: comparacio
dos testes de comportamento entre os animais
hiperfenilalaninémicos e controles; analise da respoSta a
injecdo intra-peritoneal de beta-endorfina murina.

Os animais pertencentes ao segundo grupo experimental ndo
apresentaram diferencas significativas em sua distribui¢io péra o tratamento
crénico, quanto ao sexo (Qui quadrado= 0,0193; p = 0,889) e peso corporal
(g) (F=0,1685; p = 0,682) verificado aos 90 dias, entre 0 modelo animal de
PKU ¢ os controles. | ,;

Em relagdo a distribuicio dos animais para o tratamento agudo,
também ndo houve diferenca em relagfio ao sexo (Qui-quadrado = 0,5739; p
=(,751) ¢ peso dos animais (F = 0,7476, p = 0,478).

A Tabela 4.2.1. apresenta os dados referentes a distribuicdo, nGmero
de ratos ¢ peso médio dos animais, pafa o tratamento crdnico inicial (PKU ¢
SAL) ¢ para o tratamento subseqiiente com SAL ou BETA, conforme
descrito no item 3 (Material € métodos).

Observou-se que os animais apresentaram aproximadamente ¢ mesmo
numero inicial de respostas de orientagdo, sendo que o grupo injetado
cronicamente com salina mostrou, no teste, uma redugdo significativa no
numero de respostas de orientagdo realizadas no treino.

O grupo injetado cronicamente com o modelo experimental de PKU
apresentou esta redugdo em nivel significativo somente quando recebeu p-
endorfina murina imediatamente apds o treino ¢ solugdo salina a 0,85% 6
minutos antes do teste.
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Tabela 4.2.1. Distribuiciio e peso médio dos animais de acorde com o
tratamento crénico (PHE oa SAL) ¢ agudo (SAL-SAL, BETA-SAL ou
BETA-BETA). |

Machos  Fémeas Peso
Tratamento cronico o
SAL 19 14 297.8 +/- 19,04
PHE 16 15 295.7 +/- 20,07
Tratamento agudo | | |
SAL-SAL 13 9 298,7 +/- 15,06
BETA-SAL 11 9 298.8 +/- 20,07
BETA-BETA 11 11 2922 +/- 23,19

Resultados expressos em média +/- desvio-padriio; entre parénteses, o nimero de animais.
*Nao houve diferenca signiﬁcaﬁva na distribui¢#o entre os grupos.

A Tabela 4.2.2. apresenta o niimero médio de respostas de orientagio
no treino e teste do segundo experimento. A Tabela 4.2.3 mostra os valores
de F de efeito simples, ¢ a Tabela 4.2.4. apresenta o F de interagdo para estes
mesmos dadbs.
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Tabela 4.2.2. Numero médio de respostas de orientacio verificadas no
treino e teste, entre os grupos do segundo experimento

Tratamento cronico

SAL PKU
Tratamento Tremo Teste Tremo Teste
agudo
SAL-SAL 15,5 9,0% 15,2 13,9
+/-2.4 +/-27 +/-2.6 +/- 4,1
BETA—SAL 14.4 7,7% 16,2 12,6*
+/-2.0 +/-22 +/-2.1 +/- 1,6
BETA-BETA 12,9 7,8% 12,2 12,8
+/-1,9 +/- 2,6 +/-2,9 +/-2,7

Resultados expressos em média +/- desvio-padrdo

*Exigte diferenga signiﬁcaﬁva entre 03 grupos quanto as respostas de onientagio, para p<0,001
(Ver Tabela 4.2.3. - F de efeito simples para a resposta de orientaglio entre os grupos do segundo
experimento)

*Existe diferenca na interagfio entre as respostas de orientagio, para os diferentes grupos (Ver
Tabela 4.2.4. - F de interac#o para a resposta de orientagfio entre os grupos do segundo
experimento)
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Tabela 4.2.3. F de efeito simples para a resposta de orientaciio, entre os
grupos do segunde experimente

Tratamento cronico

SAL PKU
Tratamento
agudo
SAL-SAL 49,614* 2,53
BETA-SAL 68,83 " 17,18*
BETA-BETA  40,50* 0,63

*Significativos para p < 0,001



Tabela 4.2.4 Valores de F de interacdio para as respostas de orientacio
entre os diferentes grupos do s__ggun@o experimepto.

F(1,16)

SAL PKU
S-S B-S BB S-S B-S BB
S-S / / -/ / / /
SAL B-S 0,783 / / / / /
B-B 0,232 1870 / / / /
S-5 1487* 22,48 1139° / / /
PKU B-S 273 621** 143 402/ /
B-B 30,73 41,33 25,62 2,85  13,01* /

Os nimeros em negrito sfo significativos para p < 0,001.
Os niimeros seguidos de um asterisco s¥o significativos para p < 0,01.
O nimero seguido de dois asteriscos ¢ significativo para p < 0,05.
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O nimero de cruzamentos, analisado por ANOVA ’co‘m teste ¥ de
efeito simples ¢ F de interagdo apresentou diferenga significativa entre o
treino € teste em dois grupos, o que ndo foi evidenciado no experimento
anterior ¢ difere dos dados da literatura, que indicam que o componente
motor ndo ¢ alterado nos modelos animais de PKU (F (5,58)= 3,076; p <
0,05). |

A Tabela 4.2.5. apresenta o nimero médio de cruzamentos do segundo
experimento, com os respectivos valores para o teste F de efeito simples. A
Tabela 4.2.6. mostra os valores do teste F de efeito simples, ¢ a Tabela 4.2.7,

o teste F de interagdo destes mesmos grupos.
Analisando-s¢ o ntmero de atividades de limpeza ¢ bolos fecais,

através da ANOVA de uma via com teste de Kruskal-Wallis, nfo houve
diferenca estatisticamente  significativa entre os grupos (dados ndo
mostrados).
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Tabela 4.2.5. Niamero médio de cruzamentos verificados no treino e

teste, entre os grupos do segundo experimento.

Tratamento crénico

SAL PKU
Tratamento Tremo Teste Tremo Teste
agudo
SAL-SAL 37,4 27,2% 35,1 31,5

+/- 5,02 +/- 5,40  +/- 8,61 +/- 8,06
BETA-SAL 31,0 25,3% 36,9 30,6

+/- 4,73 +/-490 +/-5,28 +/- 3,36
BETA-BETA 33,5 25,0% 33,8 30,7

+/- 6,10 +/-3,01 +/-5,04 +/= 4,69

Resultados expressos em média +/- desvio-padriio

*Eyigte diferenca significativa entre os grupos quanto ao nimero de cruzamentos, para p<0,05
(Ver Tabela 42.6. - F de efeito simples para o niimero de cruzamenfos entre os grupos do

segundo experimento)
*Existe diferenca na inferagfo enire o mtimero de cruzamentos, para dois grupos (Ver Tabela

4.2.7. - F de interagfio para o niimero de cruzamentos entre os grupos do segundo experimento)
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Tabela 4.2.6. F de efeito simples para o nimero de cruzamentos, entre
os grupos do segundo experimento

Tratamento cronico

SAL PKU
Tratamento
agudo
SAL-SAL 26,26% 3,18
BETA-SAL 831* 831"
BETA-BETA  14,42* | 2,42
*Significativos para p < 0,05.
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Tabela 4.2.7. Valores de F de interaciio para o nimero de cruzamentos,

entre os diferentes grupos do segunde experimento.

F(1,16)

SAL PKU
S-S B-S BB S B-S BB
S-S / / / / / /
SAL B-S 2,51 / / / / /
B-B 08 042 / / / /
S-S 5,58* 0,60 2,03 / / /
PKUB-S 169 004 017 0,88 / /
B-B 6,37" 088 2,51 0,03 1,20 /

*Significativo para p < 0,05.
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5, DISCUSSAO

Inicialmente, quanto ao tipo de modelo experimental de PKU
utilizado neste trabalho (injecio de uma dose de Phe de 12 em 12 horas,
calculada de acordo com a idade do animal, e inje¢io didria de um
inibidor da fenilalanina hidroxilase, mePhe) pode-se dizer que 0 mesmo
atingiu os objetivos esperados. Isto €, permitiu a manutengo de niveis
elevados de fenilalaninemia (Castithos, 1986; Lane et al, 1980) sem
produzir paraefeitos significativos. Ndo ocorreu alteragdo significativa
do peso corporal, cerebral ¢ hipotalamico dos animais.

E importante destacar que, até a conclusdo deste trabalho, ndo
existia nenhum modelo animal comercialmente disponivel mais
adequado ao estudo da PKU humana. Com a descoberta de uma
variedade de ratos mutantes com deficiéncia de PAH (McDonald et al.,
1990), denominada HPHG-5, muitos, senfo todos, os estudos
realizados em modelos experimentais de PKU terfio de ser validados
através de experimentos com esse tipo de animal, o qual se aproxima
bem mais da PKU humana.

Entretanto, o fato de nfio se observarem paraefeitos grosseiros no
modelo ora utilizado permite supor que os resultados obtidos até agora
com o modelo bioquimico de administragdo de Phe e mePhe serio Giteis
para a compreensdo da doenga em seres humanos.

Outro aspecto a ser considerado € a variabilidade da resposta
comportamental entre as espécies ¢, dentro destas, entre as diferentes
linhagens de animais; em segundo lugar, a variabilidade dos subtipos de
receptores opidides ¢ da sua distribuigdo, nas diferentes linhagens ¢
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espécies (Izquierdo, 1991; McDonald et al.,, 1990). A utilizagio de
clones dos ratos HPHG-5 permitird minimizar este problema. |

Um aspecto relevante quanto ao modelo experimental de PKU
utilizado refere-se & efetiva produco de um déficit de apendizado ¢
memoria nestes animais, evidenciado pela auséncia de uma diminui¢do
(que poderiamos chamar "fisiologica" ) no nimero de respostas de
orientagio dos ratos PKU. Como ja foi dito anteriormente, um dos
sintomas mais problematicos na PKU em seres humanos ¢ o retardo
mental progressivo € incapacitante, cujas causas ainda estdo sob
investigacio (Scriver, 1991, Scriver et al., 1988).

Assim, ¢ importante que o modelo experimental evidencie sinais
de alteragbes do desenvolvimento neuro-psicomotor, um dos quais ¢ o
déficit de aprendizado ¢ meméria. Este modelo (Phe + mePhe) mostra-
s¢ particularmente util, pois ndo provoca desnutrigio, permitindo
separar 0 componente nutricional global do rato da lesio neurolégica.
Obviamente ndo se estd considerando aqui' a nutrigdo cerebral, a qual
¢sta afetada tanto pela alteragdo compensatéria do sistema de transporte
de aminoécidos neutros da barreira hemato-encefilica que se segue i
inducio de hiperfenilalaninemia, quanto pela redugio da sintese protéica
cercbral (Brass et al., 1982; Ratzmann ¢t al., 1984),

Nesse aspecto, o uso de um tratamento crdnico mostra-se mais
c¢ficaz que o tratamento agudo em induzir alteragGes no aprendizado ¢
memoria, de acordo com estudos anteriores realizados neste laboratorio
(Castilhos, 1986; Pedron, 1993 [dados ndo publicados]). Possivelmente
isto se deva ao efeito da hiperfenilalaninemia crbnica sobre um estéagio
crucial da miclinizacdo ¢ proliferagio glial (Hommes, 1991), que
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ocorrem com maior intensidade no mesmo periodo em que se realiza
este tratamento. | |

0O cérébm de um rato recém-nascido corresponde, quanto a
maturagdo, aproximadamente ao de um feto humano com 18 semanas
de gestacio; aos 25 dias de vida, o cérebro do rato € comparavel ao de
uma crianga de 8 anos de idade (Del Valle et al, 1978). Assim, o
tratamento crénico dos 6 aos 28 diss de vida corresponde
grosseiramente 3 PKU em uma crianga do nascimento até cerca de 8-10
anos, permitindo inferéncias sobre os efeitos da Phe sobre o apice da
mielinizacio ¢ maturagiio glial. O uso de uma dose matinal de inibidor
da PAH, associado 4 injecio de Phe duas vezes ao dia, também permite
simular melhor a PKU, mantendo uma concentragdo de Phe mais
uniforme ao longo do dia e nfio permitindo maior elevagio dos niveis de
tirosina.

Izquierdo, em 1991, realizou uma ampla revisdo sobre o papel dos
opidides endégenos na memoria. Segundo o autor, o uso de tarefas
aversivas para demonstrar retencdo ndo ¢ plenamente satisfatério pois,
por vezes, ndo se pode distinglir entre o efeito da droga sobre a
memdoria € o efeito da tarefa em si. Doses muito elevadas ou téxicas da
droga (possivelmente aversivas) também nfo estariam indicadas.
Segundo Strupp (1984), as tarefas nio-aversivas sio as mais indicadas
para a avaliagdo de alteragbes comportamentais discretas, como as
verificadas nos EIM.

Em seres humanos, um achado recente de grande importincia
para a analise deste estudo ¢ a constatacio, por Bach et al. (1991)
de uma correlagio lincar altamente significativa entre as
concentragdes liquoricas de fenilalanina ¢ beta~endorfina, em
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pacientes com PKU. Isto foi possivel com o desenvolvimento de um
anticorpo contra a cadeia terminal da beta-endorfina, altamente
especifico, ¢ com a climinagdo da beta-lipotrofina durante o©
processamento. Estes autores associam este achado a maior
analgesia encontrada em pacientes com PKU em relagdo ai)s
controles.

Vérios autores relatam que a inje¢lo de beta-endorfina antes
ou imediatamente apds o treino dificulta a retencdo; entretanto, este
efeito depende do tempo decorrido até a injecdo ¢ dose utilizada. A
beta-endorfina possui uma curva de dose-resposta em U invertido,
perdendo seu efeito 4 medida que a dose aumenta.

A administragio de beta-endorfina ou exposigdo A novidade
antes do teste produziria um aumento da evocagdo, reversivel com
naloxone ou naltrexone, indicando o surgimento de um tipo de
dependéncia de estado. Nos animais tratados com beta-endorfina
pos-treino, a dependéncia seria mais intensa, ¢ assim, mais dificil de
superar com tratamentos pré-teste (Izquierdo, 1991).

No presente trabalho, foi utilizada uma tarefa nfo-aversiva, a
habituacio ao campo aberto. Esta tarefa requer dois tipos de resposta:
e¢mocional ¢ exploratéria. A primeira (que abrange a contagem de bolos
fecais € a timidez [esta Oltima ndo avaliada neste estudo]) depende do
sistema nervoso autdénomo, € ndo envolve aprendizado/memoria. Ja a

resposta exploratoria ou de orientagio pressupSe uma relagiio com o

aprendizado/ memoéria, uma vez que o animal novamente exposto a um

ambiente ou situacdo que ja conhece usualmente diminui o nimero de

respostas de orientacio emitidas face a esta situagio ou ambiente

(Archer, 1973).

69



No primeiro experimento, em que todos os animais seriam
sacrificados, utilizou-se a habituagio ao campo aberto como novidade,
para verificar a imunorreatividade tipo beta-endorfina no hipotalamo.
Ao mesmo tempo, procurou-se realizar um "teste dentro do treino”, isto
¢, os animais foram mantidos na caixa de habituagio ao campo aberto
por oito minutos, sendo registrados os valores das respostas de
orientagdo € respostas emocionais em intervalos de dois minutos (0-2
min, 2-4 min, 4-6 min ¢ 6-8 min). Assim, obteve-se um parimetro para
comparar a atividade inicial dos ratos ¢ a curva esperada de declinio ao
longo do tempo.

Verificou-se que os grupos apresentam um declinio nas respostas
de orientagdo ao longo do tempo, € este declinio ¢ diferente para os
varios grupos. Este declinio, nos grupos controle, acompanhou-se da
reducdo da imunorreatividade tipo beta-endorfina hipotalimica, o que
ndo ocorreu nos ratos PKU. Neste primeiro experimento, ndo se
observaram diferengas significativas entre os grupos quanto ao nimero
de cruzamentos, atividades de limpeza ¢ defecagio.

A atividade locomotora, expressa em nimero de cruzamentos,
apresenta maiores dificuldades de avaliagio como parimetro de
aprendizado/memoéria. Varios autores (Anderson, 1938, Paré, 1964,
Ivinskis, 1970; Nancy ¢t al., 1970 [citados por Pedron, 1992]) referem
que ela apresenta um decréscimo ao longo de varios dias consecutivos.
Entretanto, outros observam um aumento seguido de uma reducio no
numero de cruzamentos ao longo do tempo (Stretch, 1960, Howarth,
1962 [citados por Pedron, 1992]).

Segundo Snodgrass (1974), a L-fenilalanina nfo provoca um
aumento na atividade motora dos animais, porém, em altas

70



concentragdes, provoca um decréscimo pequeno porém reprodutivel na
atividade motora. Foi 0 que s¢ observou neste trabalho, no segundo
experimento. Neste, os ratos foram submetidos a um treino na caixa de
habituagdo ao campo aberto ¢, 24 horas apos, a um teste.

Assim como no primeiro experimento, neste tambem se observou
um decréscimo do nimero de respostas de orientagdo do treino para o
teste, no grupo controle. O grupo PKU apresentou um desvio-padrio
muito elevado; entretanto, observou-se que a redugdo usual nas
respostas de orientacdo, esperada no teste, ndo ocorreu no grupo PKU.

No segundo | experimento, foi observada uma diferenca
significativa entre os grupos quanto ao numero de cruzamentos, em
oposi¢io ao experimento anterior. Pode-se observar que o grupo PKU
apresenta um nimero médio de cruzamentos inicial maior no treino, o
qual sofre um decréscimo relativamente pequeno no teste, transmitindo
uma impressdo de dificuldade de retengdo ja nos dois minutos iniciais de
exposicdo. Aparentemente, o grupo PKU BETA-SAL, isto €, tratado
cronicamente com Phe ¢ mePhe ¢ recebendo agudamente beta-endorfina
murina imediatamente apds o treino ¢ salina antes do teste, foi o Gnico
que se comportou de modo semelhante aos controles.

Kovacs & de Wied (1981) observam que as endorfinas podem ter
alguma agdo sobre o sistema locomotor, a qual, em doses elevadas,
produziria resultados controversos. Veith et al., em 1978 (citado por
Kovacs & de Wied, 1981) relatou um aumento da atividade locomotora
na habituacio ao campo aberto. Porém, o mesmo grupo de pesquisas,
em 1979, observou com uma dose ligeiramente menor um decréscimo
na atividade locomotora dos amimais. Este seria mais um fator de
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confusdo, podendo levar a conclusdes errdneas sobre o comportamento
em campo aberto.

Segundo Izquierdo (1991), doses relativamente elevadas de beta-
endorfinas poderiam produzir um efeito amnésico real além da indugido
de uma dependéncia de estado (a qual, neste experimento, ndo parece
ter ocorido). Neste expetimento, a repeticio da dose de beta-endorfina
antes do teste ndo reverteu o efeito amnésico apresentado pelos ratos
PKU. Todavia, utilizou-s¢ beta-endorfina murina, nas mesmas doses
preconizadas por outros autores em trabalhos prévios para a beta-
endorfina humana (Netto, 1985).

Por conseguinte, a dose utilizada neste estudo pode ter sido
exagerada, a reexposigdo A dose elevada apenas 24 horas apds poderia
causar um acumulo da droga no SNC dos ratos, levando ao efeito
amnésico descrito por Izquierdo (1991).

Contudo, a administracdo de beta-endorfina somente apds o
treino, seguida de salina antes do teste, aparentemente 'produziu uma
reversdo da amnésia, diferentemente do grupo PKU SAL-SAL, onde a
amnésia se manteve. Além disso, a auséncia de uma redugio no
contetdo hipotaldimico de beta-endorfina nos ratos PKU, no
experimento inicial, aponta para um possivel comprometimento do
sistema opidide enddgeno em sua origem, seja por redugio na produgio
ou falha na liberagio em resposta & novidade.

72



Vale lembrar que o anticorpo para medida de imunorreatividade
tipo beta-endorfina apresenta reatividade cruzada com a beta-lipotropina
(50%), alfa-endorfina (<0,01%), leucina encefalina (<0,004%),
metionina encefalina (<0,004%) ¢ alfa-MSH (<0,01%) (dados
fornecidos pelo fabricante do kit de radicimunensaio- Dupont-NEN),
Assim, a possibilidade de alteragdo na fragdo beta-lipotropina, que
produz a reatividade cruzada mais significativa, ndo pode ser
descartada, até que seja desenvolvido um anticorpo com maior
especificidade.

Finalizando, os dados indicam um comprometimento do sistema
endorfinico do rato em algum nivel, ndo determinado, no modelo
experimental de PKU. E dificil avaliar a importincia destes achados
para a apreciagio das alteracbes de memoéria em geral, sem divida,
porém, este € mais um elemento contribuinte ao déficit de aprendizado ¢
memdria na PKU, o qual necessita de investigacdo ¢ validagio
subseqiiente, através de técnicas mais avangadas ¢ de um modelo animal
natural de PKU.
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CONCLUSOES

Quanto ao primeiro experimento, conchii~se que o modelo
experimental de PKU utilizado neste estudo, com doses crescentes de
fenilalanina de acordo com a idade do animal, nfio produz alteragSes no
peso corporal, peso cerebral e peso do hipotalamo.

O grupo PKU apresentou déficit de aprendizado/memdria,
aferidos através da diferencga entre o nimerc de respostas de orientagdo
ao longo de oito minutos. Entretanto, ndo houve diferenca ao longo do
tempo entre os grupos PKU, SAL ¢ NM na atividade motora (nlimero
de cruzamentos) e nivel de estresse dos andmais.

Bm relagio  a  imuncrreatividade  tipo
hipotaldmica, o nivel inicial dos
PKU nioc sofreu redugldo significa
presumivelmente por falta de liberagio pelo SNC.

Quﬁn‘t@ ao segundo experimento, observou-se que os ratos
pertencentes ao modelo experimental de PEKU também apresentaram
déficit de aprendizado/memoria, aferidos através da auséncia de redugio
nas respostas de orientagfo do treino para o teste. Esta situacio foi
revertida no grupo que recebeu beta-endorfina murina imediatam
apds o treino.

Além disso, neste experimento, houve diferenca significativa
entre 08 grupos, quants ac numerc de cruzamentos realizados no treino
¢ teste. O grau de estresse dos animais no apresentou diferencas

significativas entre os gupos.



Finalizando, pode-se dizer que os ratoy tratados com esie
modelo experimental de PRU apresentaram um déficit de aprendizado ¢
memoria, o qual possivelmente envolve alteracles no sisterna de
opitides enddgenos do tipo beta-endorfina, uma vez que apresenia
distarbios na concentracdo hipotaldmica dos mesmos ¢ € parcialmente
revertido com a administracio de beta~endorfing murina,

Entretanto, devido 4 grande variabilidade dos achados

mportamentais enfre og animais ¢ g dificuldades téonicas reveladas

no decorrer do presente estudo (principalmente no que tange ao tipo de
anticorpo utilizado na téenica de radicimunoensaio), acreditamos serem

nevessérias investigagBes subsequentes para a confirmacio  destes

achados.
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