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RESUMO

Os modelos de hiperfenilalaninemia aguda permitem estu
dar as alteragoes imediatas provocadas por elevados niveis de
fenilalanina no soro e cérebro de animais.

Hiperfenilalaninemia aguda foi induzida com injecoes
intraperitoneais de fenilalanina em ratos de 29 - 31 dias. 60 mi
nutos apds a administragao ocorrem as maiores alteragdes nos ni
veis de fenilalanina, tirosina e triptofanio. Os animais hiper
fenilalaninémicos foram treinados e testados em esquiva ativa
de 2 vias, esquiva inibitdria e campo aberto, 60 minutos apSs a
administracao de fenilalanina ou salina, sendo que um intervalo
de 24 horas separou treino e teste.

Em esquiva ativa de 2 vias com chogque elétrico de 0,8
mA, tanto o grupo controle quanto o grupo hiperfenilalaninémico
evidenciaram diferencas significativas entre treino e teste. En
tretanto, o aumento da atividade motora no teste, da mesma or-
dem que a resposta associativa, nao permite afirmar que houve a
prendizado da tarefa e, portanto, a esquiva ativa de 2 vias nao
se mostrou um teste adequado para o estudo de hiperfenilalanine
mia em ratos adultos jovens.

Na esquiva inibitdria foram utilizadas duas intensida-

des de choque elétrico, 0,2 mA e 0,3 mA, e os resultados suge-



rem que elevadas concentragoes de fenilalanina no cérebro ndo a
fetam os processos da memoria.

Os resultados em campo aberto indicam que hiperfenila-
laninemia nao interfere com a atividade motora nem com O COmpPOLr
tamento exploratdrio dos animais, nao afeta a evocagao, mas al-
tera a aquisicao e/ou consolida¢ao da membéria nesta tarefa. Por
tanto, o campo aberto mostrou-se adequado para o estudo de hi-
perfenilalaninemia em ratos jovens de 29 - 31 dias de idade.

Contudo, sobrecarga de fenilalanina induz também eleva
cao nos niveis cerebrais de tirosina. Como os pacientes fenil-
cetoniricos apresentam niveis normais ou diminuidos de tirosina,
ratos de 29 - 31 dias foram injetados com fenilalanina e a-metil
fenilalanina (inibidor da fenilalanina hidroxilase hepatica). 60
minutos apds a administragao de salina ou de fenilalanina os ra
tos foram submetidos aos testes do campo aberto, o qual se mos-
trou o mais adequado.

Os resultados em campo aberto indicam que hiperfenila-
laninemia nao interfere com a atividade motora nem com o compor
tamento exploratorio dos animais, nao afeta a evocagao, mas afe
ta a aquisicao e/ou consolidacao da memdria nesta tarefa. Como
0s animais injetados somente com fenilalanina apresentam o mes-
mo desempenho nesta tarefa que os animais injetados com fenila-
lanina e o inibidor, os resultados sugerem que a hiperfenilala-
ninemia, e nao as alteragdes nos niveis de tirosina, afetam o
desempenho dos animais. Também a administracao de propranolol
(B-blogueador) nao modificou os efeitos da hiperfenilalaninemia,
sugerindo que as alteragoes na aquisicao e/ou consolidagao inde

pendem da atividade das catecolaminas.
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INTRODUGAO

1. Aspectos Bioquimicos

1.1. Metabolismo da Fenilalanina em Tecidos de Mamife-

ros

Fenilalanina € um aminoacido essencial para a sintese
protéica em tecidos de mamiferos (WOMACK & ROSE, 1934 - citado
por TOURIAN & SIDBURY, 1983). A proporgcao de fenilalanina da
dieta utilizada‘na sintese protéica varia com idade (SCRIVER &
ROSEMBERG, l973»- citado por TOURIAN & SIDBURY, 1983). A homeog
tase do "pool" de fenilalanina reflete a interacao entre évdig
ta, "turnover" protéico e catabolismo. A hidroxilagao na posi-
cao 4 do anel fenil (MOSS & SCHOENHEIMER, 1940), fisiologicamen
te é a via mais significativa da sua degradacao (MOSS & SCHCEN—
HEIMER, 1940 e GRAU & STEELE, 1954), formando tirosina. Em pe-
riodos com privagao de tirosina na dieta, fenilalanina fornece
quantidades adequadas de tirosina para sustentar o crescimento
no rato (WOMAK & ROSE, 1934 -citado por TOURIAN & SIDBURY, 1983)
e equilibrio nitrogenado no homem (TALBERT & WATTS, 1963; BUR-
RILL & SHUCK, 1964 - citados por MOLDAWER et alii,l983).,NQ mi-

nimo, metade da fenilalanina ingerida normalmente & convertida



em tirosina a cada passagem pelo figado (ELWYN, 1970 - citado
por BENEDICT et alii, 1983). Em mamiferos, a hidroxilagao da
fenilalanina é limitada ao figado, rins e pancreas (TOURIAN et
alii, 1969 - citado por TOURIAN & SIDBURY, 1983) e, em pouca ex
tensao, ao cérebro (IKEDA et alii, 1965). Esta reagao nao é in-
vertida nem mesmo quando h&d deficiéncia de fenilalanina, como
por exemplo, em ratos com dieta restrita em fenilalanina (GRAU
& STEELE, 1954).

A fenilalanina também segque vias catabdlicas menores,
formando fenilpiruvato, feniletilamina e outros metabdlitos; to
dos em pequenas quantidades (RODWELL, 1983; KNOX, 1972) (Figura
1). |

A reacao de hidroxilagao envolve os seguintes componen
tes: L- fenilalanina, fenilalanina hidroxilase, diidropteri-
dina redutase, tetraidropteridina, nicotinamida adenina dinu-
cleotideo fosfato reduzido (NADPH), oxigénio, e um mecanismo
de fosforilagao - defosforilagao (SCRIVER & CLOW, 1980a; UDEN-
FRIEND & COOPER, 1952; KAUFMAN, 1958, 1963, 1967). A hidroxila
cao é estimulada "in vitro" por uma proteina estimuladora (PHS)
e por lisolecitina, mas o papel destas substancias "in vivo" ain
da ndao é conhecido (SCRIVER & CLOW, 1980a; KAUFMAN & FISHER,
1970). O sistema completo de hidroxilagao em seres humanoé tem
sido demonstrado inequivocamente somente em figado (SCRIVER &
CLOW, 1980a). UDENFRIEND & COOPER (1952) foram os pnMeiroé pes
quisadores a demonstrar a presenca de atividade da fenilaléﬁina
hidroxilase em fragoes soliiveis de figado, a necessidade de oxi
genio e nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido (NADH) para

a reagao e a especificidade desta reagao para L-fenilalanina.
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FIGURA 1. Fluxo metaboOlico da fenilalanina e tirosina.



Kaufman descreveu a estrutura do tetraidrobiopterina
(BH,) e desenvolveu suas transformagoes durante a reacao de hi=-
droxilagao (KAUFMAN, 1958, 1963 e 1967).

A reagao de hidroxilagao da fenilalanina envolve quan-
tidades estequiométricas de L-fenilalanina, tetraidrobiopterina
e oxigénio; os produtos sao tirosina, diidropteridina na forma
quinondide e dgua. O diidropteridina na forma quinondide & con
vertido a tetraidrobiopterina pela diidropteridina redutase ou
tautomeriza a 7 -8, diidropteridina e, atraves da diidrofolato
redutase, & reduzido a tetraidrobiopterina (Figura 2). O cofa-
tor existe predominante na sua forma ativa (reduzido) em extra-
to de figado cru. Presumivelmente, em células hepaticas, a
diidrofolato redutase deve funcionar, também, na sintese de
biopterina a partir de GTP (guanosina trifosfato)(KAUFMAN,19GD;
(BROWN, 1971; GAL, 1978 - citados por TOURIAN & SIDBURY, 1983).

A biopterina é cofator obrigatdorio na hidroxilagao dos
aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofanio
(KAUFMAN, 1967; SHIMAN et alii, 1971; FRIEDMAN et alii, 1972)
funcionando como doador de elétrons no sistema (SCRIVER & CLOW,
1980a). Tetraidrobiopterina e suas enzimas estao presentes tam
bém em tecidos extra-hepaticos, como o cérebro.

A hidroxilacgao deficiente leva ao acﬁmulovde fenilala-
nina no sangue e nos tecidos, ativando vias catabolicas secﬁndé
rias com grande produgao de metabdlitos que sao excretados na u
rina em quantidades excessivas. A fenilalanina pode originar
fenilpiruvato por transaminagao e feniletilamina por descarboxi
lacao. A descarboxilag¢ao parece tornar-se a maior via metabdli

ca quando os niveis de aminoacidos aromdticos estao elevados
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(DAVID et alii, 1974). A feniletilamina origina o mandelato
(EDWARDS & BLAU, 1972). O fenilpiruvato pode ser metabolizado
a fenilacetato (DAVISON & SANDLER, 1958), a fenilactato (EDWARDS
& BLAU, 1972) e a o-hidroxifenilacetato por agao da p-hidroxife
nilpiruvato oxidase. No metabolismo da tirosina esta enzima a-
tua sobre o p-hidroxifenilpiruvato fcormando acido homogentisi—'
co. Fenilactato pode entrar diretamente no cérebro através
da circulacao periférica ou ser formado dentro do cérebro (ED-
WARDS & BLAU, 1972).

Em pacientes fenilcetonlricos, os niveis de fenilpiru-
vato encontram-se elevados (WALSER et alii, 1976 - citado‘ por
CONN & STEELE, 1982) no sangue e na urina. Este metabdlito tem
sido considerado como um dos fatores envolvidos na deterioracgao
mental destes pacientes (BICKEL et alii, 1955 - citado por BIC-
KIS et alii, 1957) e nas alteracoes estruturais e bioquimicas
do tecido nervoso (SILBERBERG, 1967; WEBER, 1969). Entretanto,
fenilpiruvato parece nao atravessar a barreira cérebro - sangue
em ratos adultos (CONN & STEELE, 1982). Portanto, se fenilpi-
ruvato pode influenciar negativamente na func¢ao cerebral normal,
o aumento de seus niveis no cérebro devem se dar por transamina
cao local de fenilalanina (CONN & STEELE, 1982) ou por permeabi
lidade da barreira cérebro-—gangue imatura em feto ou recém-nas
cido. BRAND (1981) verificou em fatias de tecido cerebral que
o fenilpiruvato era preferencialmente transaminado a fenilaiani

na do que descarboxilado a fenilacetato (Figura 3).
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As linhas sdlidas representam vias j& demonstradas e as linhas pontilhadas vias
que devem ocorrer, mas nao foram ainda descritas (EDWARDS & BLAU, 1972).



1.2. Aspectos Estruturais da Fenilalanina Hidroxilase

Hepatica

A fenilalanina hidroxilase tem sido purificada de figa
do de rato (KAUFMAN & FISHER, 1970; AYLING et alii, 1974; SHI
MAN et alii, 1979 - citado por TOURIAN & SIDBURY, 1983), seres'
humanos (AYLING et alii, 1974; FRIEDMAN & KAUFMAN, 1973; WOO
et alii, 1974; CHOO et alii, 1979) e macacos (COTTON, 1971 -ci
tado por TOURIAN & SIDBURY, 1983). Kaufman e Fisher obtiveram
a enzima de figado de rato essencialmente purificada em 1970
(KAUFMAN & FISHER, 1970).

A fenilalanina hidroxilase de figado humano & uma meta
loproteina oligomérica Contendo subunidades pesadas H (50.000 d)
e leves L (49.000 d). Sua forma quaterndria tem massa molecular
aproximaaamente 275.000 d. CHOO et alii (1979) propoem que a su-
bunidade L represente um produto de degradacao da subunidade H.

A enziﬁa em figado de ratos Wistar apresénta apenas u-
ma banda em eletroforese com SDS (NAGATA & HITOSHI, 1984; MER-
CER et alii, 1984), com massa molecular aproximada de 51.000 d
(MERCER et alii, 1984). NAGATA & HITOSHI (1984) determinaram 2
formas distintas ativas através de cromatografia em coluna de
calcio - fosfato, de cinéticg e composicao de aminoacidos seme-
lhantes, podendo ser codificadas pelo mesmo gene. A forma cha-
mada Fl era predominante e de massa molecular 24.000 d, sugerig
do que a enzima seja composta por 4 subunidades idénticas.‘ As
formas encontradas no rim sao similares as observadas no figado,
apenas em concentragéo 10 vezes menor, indicando que o mesmo ge

ne da fenilalanina hidroxilase seja expresso nestes dois teci-



dos (MERCER et alii, 1984).

Extratos de figado de feto humano de 11 a 20 semanas a
presentam fenilalanina hidroxilase, tetraidrobiopterina e diidro-
folato redutase (RAIHA, 1973). JAKUBOVIC (1971) encontrou ati-
vidade da fenilalanina hidroxilase em figado de fetos de 13 se-
manas, similar 3 encontrada em adultos. Por outro lado, resul-
tados por ele descritos sugerem que o sistema de hidroxilacgao
seja deficiente nas criangas prematuras mesmo na presenca de fe
nilalanina hidroxilase. A ontogenia da fenilalanina hidroxila-
se hepatica difere da renal em seres humanos (WOO et alii,i974L

Autores relataram que em figado de rato com menos de
24 horas de idade a atividade do sistema de hidroxilagao & ne-
gligenciivel e que a atividade aproxima-se dos niveis adultos
varios dias apls o nascimento. Os autores concluiram que o com
ponente desaparecido no figado de animais recém-nascidos é a en
zima fenilalanina hidroxilase (KENNEY et alii, 1958). Entfetag
to, BRENNEMAN & KAUFMAN (1965), encontraram um sistema de hidro
xilagao da fenilalanina em figado de ratos recém-nascidos ’épe—
nas levemente menor do que em adultos, sendo esta menor ativida
de nao devida a ausencia de fenilalanina hidroxilase, mas sim, &
diminuicao dos niveis do cofator e provavelmente de diidropteri
dina redutase. |

FREEDLAND‘et alii (1962) demonstraram que em ratos al
binos a atividade da fenilalanina hidroxilase aumenta igualmen-
te, em ambos o0s sexos,com a idade, apresentando um pico entre 35
e 40 dias, com maior incremento entre 18 e 21 dias. A partir do
409 dia, declina até estabilizar, por volta de 50 dias de 'ida—

de. Nos ratos adultos, as fémeas mostram niveis de atividade
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mais baixos que os machos.

A molécula de fenilalanina hidroxilase de rato parece
conter 2 atomos de ferro e uma flavina adenina  dinucleotideo
(FAD) (WOO et alii, 1974), similar a enzima humana.

A fenilalanina hidroxilase é uma enzima alostérica sen
do ativada e regulada pela fenilalanina, a qual se liga a um si
tio distinto do sitio catalitico (TOURIAN, 1971); (SHIMAN & GRAW,

1979 - citado por TOURIAN & SIDBURY, 1983).
2. Hiperfenilalaninemias Humanas
2.1. Classificagao das Hiperfenilalaninemias

As hiperfenilalaninemias (HFA) compreendem um grupd de
distirbios metabdlicos causados por um defeito genético no sis-
tema enzimidtico que cataliza a conversdo de fenilalanina a tiro
sina, causando elevados niveis circulantes e teciduais de feni-
lalanina {(TOURIAN & SIDBURY,.1983).

As hiperfenilalaninemias hoje estao classificadas em 8
tipos diferentes, de acordo com o defeito metabdlico primario
(Tabela 1). O tipo I, com auséncia de atividade da fenilalani-
na hidroxilase, corresponde § fenilcetonltria classica (PKU). Os
tipos II, III, IV e V correspondem a variantes de fenilcetonu-
ria. A elucidagao do sistema complexo de hidroxilagdo de fenil
alanina permitiu a identificacgdo dos defeitos metabdlicos nas
variantes (Figura 4).

Todas as hiperfenilalaninemias parecem ser autossomi-

cas recessivas, com excegao da HFA tipo VI, que foi observada



TABELA 1. Classificacgao

das hiperfenilalaninemias.

Tipo

Nome

Aspectos clinicos

Defeito

Fenilalanina

Tirosina

I

1T

IIT

Iv

vi

Fenilcetontria
Classica.

Hiperfenilalanine
mia

Hiperfenilalanine
mia. .

Deficiéncia na di
~hidrobicopterina
redutase

Funcao anormal da
di-hidrobiopteri-
na

Hiperfenilalanine

mia persistente e
tirosinemia.

Retardo mental e sin

tomas associados,
nao tratados.

Normal: pode apresen
tar retardo, nos ca-

sos mais severos

nao ha tratamento.

Normal

Inicialmente normal,
convulsoes, desenvol

vimento anocormal

primeiro ano de vida.

Mioclonia,movimentos
tetra
plegia, pele gorduro

incontrolados,

sa, hipertermia
corrente.

Ataxia progressiva e
convulsoes aparecen-
do entre os 12 e 18

meses de idade.

Fenilalanina-4-
~hidroxilase au
sente.

Decréscimo na a

-tividade da fe-

nilalanina-4-hi
droxilase.

Atraso na matu-
racao da hidro-
Xilase da feni-
lalanina.

Deficiéncia ou
auséncia da di-
hidrobiopterina
redutase.

Defeito na sin-
tese da di-hi-
drobiopterina.

Catabolismoc da
tirosina.

Maior que 20 mg/
100 ml com dieta
normal.

Precocemente € i
gual ao tipo I,
depois os niveis
se mantém entre
4-20 mg/100 ml.

Precocemente & i
gual ao tipo I,
voltando a ni-
veis normais pro
gressivamente.

Variavel,pode ser
como no tipo I.

Pode ser maior
que 200 mg/100
ml.

10 mg/100 ml.

Normal
baixa

Normal
baixa

Normal
baixa

Normal.

Normal

Elevada

1T



TABELA 1. Continuacao.

Tipo Nome

" Aspectos clinicos

Defeito

Fenilalanina

Tirosina

VII Tirosinemia neona
tal transitodria.

VIII Tirosinemia here-
ditaria. ~

Associada com Dbaixo
peso ao nascer e al-
ta ingestao de pro-
teinas.

Doenca renal cronica.

Inibigao da oxi
dase do acido
p-hidroxifenil-
pirtvico.

Deficiéncia de:
1) desidrogena-
se do p-OH-fe-
nilpiruvato;

2) tirosina ami
notransferase
citoplasmatica
e

3) fumarilaceto
acetato. -

Transitoriamente
elevada, oscila
de 4 a 20 mg/100
ml.

2 a 8 mg/100 ml.

Transito
riamente
elevada:
oscila
de 5 a
50mg/100
ml.

4 mg/100
ml.

Fonte: TOURIAN & SIDBURY

(1983) .

Zt



AD" NADH + H'

NADPH + H' NADP Di 1dropter1d1na /
redutase \\\\
\\\\\\A Diidrofolato

Hz-Biopterina > -Blopterlna Quinonoide-H2
redutase - Biopterina
+
H + NADPH Fenilalanina
: h1drox1lase
Sepiapterina 1T IIT
redutase
NADP ' Fenilalanina Tirosina
: - + +
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FIGURA 4. Esquema da hidroxilacao da fenilalanina e transformacao do cofator. Os nimeros ro-
manos indicam os sitios de bloqueio enzimdtico na hiperfenilalaninemia designada.
(TOURIAN & SIDBURY, 1983).
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apenas em homens, parecendo possuir heranca recessiva ligada ao
cromossoma X (TOURIAN & SIDBURY, 1983).

A incidéncia de fenotipo fenilcetoniria classica entre
brancos & cerca de 1:11.,000, enquanto que para as hiperfeni}alg

ninemias ndo do tipo I, & aproximadamente 1:43.000 (SCRIVER &

CLOW, 1980b).
3. Fenilcetonuria
3.1. Historico

A primeira descrigao de fenilcetonlria (PKU) foi reali
zada por Falling em 1934, tendo demonstrado actmulo de écidd fe
nilpirdvico na urina de certos pacientes com retardo mental,
F8lling chamou de "Imbecillitas phenilpirouvica" aquela doenga
aparentemente devida a um defeito genético no metabolismo da fe
nilalanina e associada a retardo mental (JERVIS, 1934 -~ citado
por GﬁTTLER, 1980, 1984). Penrose reforgou a suspeita de doenga
hereditaria sugerindo que a transmissao fosse autossdmica-reces
siva (PENROSE, 1935 - citado por GﬁTTER, 1980) . Penrose e Quas
tel, em 1937 denominaram-na de fenilcetonuria (PKU) por serven—
contrado excesso de acido fgnilpirﬁvico na urina dos pacientes.

Bernheim e Bernheim demonstraram que a principal via
catabdlica da fenilalanina & é para-~hidroxilagao convertendo-a
em tirosina (GUTTLER, 1984).

JERVIS, em 1947, identificou o erro metabélico da fe-
nilcetonlria (PKU). Mostrou que pacientes fenilcetonQiricos ndo

eram capazes de aumentar a concentragado sérica de tirosina ap0s
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administragao de fenilalanina, como ocorria em pessoas normais.

UDENFRIEND & COOPER (1952) descreveram o sistema enzi-
matico da conversao da fenilalanina em tirosina e um ano depois
Jervis mostrou que extratos de figado removido "post mortem" de
pessoas normais, mas nao de fenilcetonuricos, conseguiam reali-
zar esta conversao (JERVIS, 1953). |

BICKEL et alii (1954) reportaram que a dieta pobre em
fenilalanina em uma crianga de 2 anos, provocou redugcao da con-
centragéo sérica de fenilalanina, desaparecimento de fenilpiru-
vato na urina, melhoria no desenvolvimento fisico e amenizagao
de sintomas neuroldgicos. Os efeitos sobre o retardo mental fo
ram pouco marcantes.

Os resultados obtidos com o fratamento dietético incen
tivaram a investigacdo em massa de recém-nascidos e o primeiro
programa de "séreening" foi feito na Califdrnia por Centerwall
em 1957 e na Gra-Bretanha por Gibbs & Woolf em 1959 e por Eoyd
em 1961 (GDTTLER, 1980). i

Em 1963, os autores GUTHRIE & SUSI  introduziram um
método de invesfigagéo em massa, simples e sensivel, semiquanti
tativo para a determinacao da fenilalanina sangtiinea, em peque-
nas amostras. A partir daquela data, a detecgao de hiperfehilg
laninemia em recém—nascidos'passoﬁ a ser progressivamente réali

zada em varios paises.
3.2. Aspectos Clinicos

Ha um grupo de sinais clinicos que se manifestam em

maior ou menor intensidade apds o primeiro ano de vida: hipo-
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pigmentacdo da pele, eczema, atraso do desenvolvimento psicomo-
tor, dificuldade para falar e andar, convulsoes, hiperatividade,
comportamento agressivo; hipertonicidade muscular, tremores, mi
crocefalia, maxilar proeminente com espagos interdentarios alar
gados, hipoplasia dentaria, descalcificacdo dos ossos longos,re
tardo do crescimento, anormalidades no eletroencefalograma(EEG)‘
(NYHAN, 1979); (FOIS et alii, 1955; POLEY Jr. & DUMERMUTH, 1968
- citados por TOURIAN & SIDBURY, 1983). Pacientes fenilcetonu-
ricQS nao tratados nos primeiros 6 meses de vida apresentam, ge
ralmente, um Qi menor que 50 (TOURIAN & SIDBURY, 1983).
Criancas com niveis elevados de fenilalanina plasmati-

ca, geralmente acima de 20 mg . 100 ml—l ou 1,200 umol .l“l e in

tolerdncia a sobrecarga de fenilalanina sao classificadas como
fenilcetonuricas. A deteccgao de heterozigose nos pais pode ser
um dado diagndstico auxiliar (GUTTLER, 1984).

Ha grande interesse na detecgao de heterozigotos para
fenilcetoniiria e os métodos, basicamente, sdo medidas das con-
centragles de fenilalanina e tirosina plasmaticas apds adminis-
tragéo oral ou intravenosa de fenilalanina. Entretanto, eétes

métodos ndo permitem certeza na classificagdo por ocorrer sobre

posigéo de valores com homozigotos normais (GUTTLER, 1984) .

A reagao do cloreto férrico na urina para deteccdo de
acido fenilpirlvico & um teste largamente difundido e Gtil,quan
do wusado em criangas com mais de 15 dias de vida para levantar
a suspeita de fenilcetonlria de outra hiperfenilalaninemia (RNOX,
1972). E importante fazer o diagndstico diferencial entre  pa-

cientes com fenilcetonlria classica daqueles com hiperfenilala-
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ninemia benigna (que aparentemente nao requerem tratamento) e i
dentificar os pacientes com variantes por alteragdo do cofator
da fenilalanina hidroxilase (SCRIVER & CLOW, 1980b).

O paciente fenilcetoniirico tem catabolismo da fenilala
nina alterado através do completo bloqueio da reagao de hidroxi
lagdo deste aminoacido. O controle da concentragdo de fenilalg-
nina no sangue tem se mostrado eficaz na prevengéo das altera-
¢Bes progressivas e irreversiveis do desenvolvimento cerebral
(DOBSON et alii, 1977).

Criangas tratadas no primeiro més de vida com dieta po
bre em fenilalanina e suplementada com tirosina, principalmente
se for nas primeiras duas semanas de vida, mostram desenvolvi-
mento praticamente normal (GUTTLER, 1984). Portanto, ndo ha da-
vidas de que o tratamento na doenga de F&lling, quanto mais pre
cocemente comecado, mais efetivo se torna na prevengao do fetag
do mental. |

Deve-se ter cuidado com a aplicagdao do tratamento, uma
vez que a fenilalanina requerida para a sintese protéica varia
com a idade. A manutencdo de fenilalanina abaixo dos niveis nor
mais tem sido associada com deficiéncia de crescimento, retardo
na maturagdo Ossea, hepatomegalia, repetidas infecgdes, hipbgli
cemia e sintomas neuroldgicos (DODGE et alii, 1975 - citadé por
TOURIAN & SIDBURY, 1983). Autores discordam a respeito da ida-
de em que se deve parar o tratamento, mas ha uma tendéncia | em
decrescer o controle aos 8 ou 10 anos, voltando ao tratamento
se houver sinais de perda nas funcgoes mentais ou psicomoﬁoras
(WILLIANSON et alii, 1979; SMITH et alii, 1978).

Outros tratamentos tém sido propostos, como o uso de
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fenilalanina amonia-liase, enzima metabolizadora de fenilalani-
na, disponivel em fontes microbianas, mas altamente antigénica
e rapidamente retirada de circulagdo (SHEN et alii, 1977). AM-

BRUS et alii (1978) propdem o uso de reatores enzimaticos multi
tubulares para a remogdo de fenilalanina sangtiinea.

O tratamento de fenilcetonlria com suplementagao de fg.
nilalanina hidroxilase ndo parece pratico, uma vez que ha difi-
culdades no isolamento e purificacao da enzima em grandes quan-
tidades de tecidos de mamiferos e curta meia-vida na circulagéo

(AMBRUS et alii, 1978).
3.3. Alteracoes Estruturais e Bioquimicas

Fenilcetoniiria cléssica € caracterizada por alguns sin
tomas reversiveis pelo decréscimo de fenilalanina no sangué, co
mo irritabilidade e anormalidades no eletroencéfalograma (EEG)
e por sinais irreversiveis, como o retardo mental.

O mecanismo para a produgdo dos efeitos irreversiveis
permanecem incertos. Vérias‘alteragées metabdolicas que ocorrem
em pacientes fénilcetonﬁricos tém sido relacionadas como possi-
vel agente causador de prejuizo no desenvolvimento do cérebro.

Exames patoldogicos em cérebro de pacientes fenilcetonid
ricos revelaram redugao no peso do cérebro (ALVORD et alii, 1950),
comprometimento do desenvolvimento morfoldgico (BAUMAN & KEMPER,
1974 - citado por:CORDERO et alii, 1983; MENKES, 1967), retra-
¢do nas ramificagdes dendriticas das células piramidais e redu-
cao do niimero de espinhas dendriticas no cOrtex (BAUMAN & KEMPER,

1982) . H& menor quantidade de lipidios associados 3 mielina,par
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ticularmente os galactolipidios (AGRAWAL & DAVISON, 1973 - cita
do por TOURIAN & SIDBURY, 1983). Também os proteolipidios e
sulfatidios s3o encontrados em menores concentragoes (TOURIAN &
SIDBURY, 1983).

A alteragao bioguimica mais constante corresponde a e-
levacao de fenilalanina no sangue (JERVIS et alii, 1940); (BO-
REK et alii, 1950 - citado por BICKIS et alii, 1957); STEIN et
alii, 1954 - citado por BICKIS, 1957); TOURIAN & SIDBURY, 1983)
e no fluido céfalo-raquidiano (CSF) (BOREK et alii, 1950 - cita-
do por BICKS et alii, 1957) com quantidades normais ou deciesci
das de tirésina (PARTINGTON & LEWIS, 1963; - TOURIAN & SIDBURY,
1983), como conseqliéncia imediata da incapacidade destes pacien
tes em converter fenilalanina em tirosina. |

Foi demonstrado defeito na biocssintese fde,catecolami—
nas em pacientes fenilcetonuricos (NADLER & HSIA, 1961; Mc KEAN,
1972) parecendo haver uma relacao inversa entre concentrégéo
plasmdtica de fenilalanina a excrecao urindria de dopamina
(KRAUSE et alii, 1985). :

Os niveis plasmaticos de triptofanio (Mc KEAN, 1972) e
de 5-hidroxitriptofanio estao decrescidos (PARE et alii, 1959),
e ha témbém diminuigao no conte@do cerebral de serotonina (Mc
KEAN, 1972). : |

As alteragaes na biossintese de dopamina, noradrenali-
na e 5-hidroxitriptamina encontradas em pacientes fenilcetoﬁﬁri
cos ndo tratados sd3o corrigidas pela administracdo de dieta com
baixas concentragoes de fenilalanina e suplementacdo de tirosi-
na.

Em fenilcetoniria classica tem sido documentada a defi
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ciéncia de mielina no Sistema Nervoso Central, parecendo que O
comprometimento da sintese protéica cerebral (APPEL, 1966; SIE
GEL et alii, 1971; COPENHAVER, 1973) e do metabolismo dos lipi
deos estao envolvidos nesta alteragao da doenga. .

Altos niveis séricos de fenilalanina reduzem o supri-
mento cerebral de outros aminoacidos e isto & confirmado por egq
perimentacdo em animais (PRATT, 1982). O desequilibrio de ami-
nodcidos no cérebro & um dos mecanismos propostos pelos quais o
excesso de fenilalanina altera a biossintese cerebral de aminas
biogénicas, o crescimento e o desenvolvimento do cérebro em fe-
nilcetoniricos (Mc KEAN & BOGGS, 1966; OLDENDORF, 1973; BANOS
et alii, 1974; PARDRIDGE & OLDENDORF, 1975; PRATT, 1982).

A captacdo de nutrientes pelo cérebro & feita atiavés
do transporte pela barreira cérebro-sangue, de estrutura complg
xa, localizada na superficie das células endoteliais dos capila
res cerebrais (BRIGHTMAN & REESE, 1969 - citado por PRATT,1982),
e ainda pelas membranas das células cerebrais. -

A barreira cérebro-sangue contém um sistema de trans-
porte para os aminoacidos precursores de neurotransmissores : trip
tofdnio e tirosina. Este sistema transporta outros aminoacidos
~neutros (LNAA) além do triptofdnio e de tirosina; treonina, ami
noacidos de cadeia ramificada (leucina, isoleucina e valina),fg
nilalanina e metionina. A cinética de transporte de aminqéci—
dos neutros (LNAA) através da barreira cérebro-sangue & competi
tiva entre cada aminodcido (OLDENDORF, 1973; WURTMAN et alii,
1980).

A captagao tanto de tirosina quanto de triptofdnio pe-

lo cérebro através da barreira cérebro-sangue depende, direta-
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mente, de sua propria concentracdo plasmatica e, inversamente,
da soma das concentragbes de seus competidores, os aminoacidos
neutros (LNAA) (AGHARANYA et alii, 1981), ou'seja, das relagées

tirosina e triptofénio.

LLNAA L LNAA

portanto, o aumento plasmatico de fenilalanina pode 1i
mitar o transporte de tirosina e triptofdnio e diminuir a dispo

nibilidade destes aminodcidos para a sintese de neuropeptideos

ou conversao a aminas biogénicas (NADLER & HSIA, 1961; OLDEN-
DORF, 1973; PARDRIDGE & OLDENDORF, 1975; PARDRIDGE, 1979;
WURTMAN et alii, 1980); (PRATT, 1981 - citado por PRATT, 1982).

A modalidade de tratamento com reducgao da relagdo fenilalanina/
tirosina por suplementacao de tirésina (BRASS & GREENGARD,1982)
parece ineficaz (BATSHAW et alii, 1981), talvez pelo fato de que
isto dificulta ainda mais a captacao cerebral de triptofénio e
outros aminoacidos neutros (LNAA). O efeito da fenilalaniha so
bre o metabolismo de aminodcidos no cérebro & complexo, caﬁéan—
do distlirbios em mais de um sistema de transporte (PRATT, 1982).
Embora o metabolismo defeituoso de serotonina possa ser
causado pela inibicao competitiva de fenilalanina pela captégéo
neural de seus precursores triptofanio (YUWILER et alii, 1965),
5-hidroxitriptofanio (SCHAMBERG & GIARMAN, 1960; Mc KFEANet alii,
1962; BUTIER et alii, 1981), a fenilalanina inibe competitiva-
mente a hidroxilacdo do triptofdnio pela triptofdnio hidroﬁila—
se, enzima limitante de velocidade de sintese de S—hidroxiéfip—
tofdnio (FREEDLAND et alii, 1961 - citado por YUWILER et alii,
1965); (GRAHAME-SMITH & MOLONEY, 1965 - citado por KRAUSE et

alii, 1985); (WURTMAN et alii, 1980) e também a sintese da en-
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zima 5-hidroxitriptofdnio descarboxilase (BUTIER et alii,1981).
A biossintese defeituosa de catecolaminas pode ser parcialmente
explicada pela inibigdo de captacgdo da tirosina e da L-Dopa pe-
la barreira cérebro-sangue em adigdo a inibigdo das enzimas ti—-
rosina hidroxilase e DOPA descarboxilase causada por altas con-
centragbes de fenilalanina (BUTIER et alii, 1981).

MENKES, em 1967, sugeriu que os efeitos reversiveis da
fenilcetoniiria pudessem ser causados por a¢do neurotOxica dire-
ta dos metabdlitos da fenilalanina.

Embora o dcido o-hidroxifenilacético esteja  presente
na urina em grande quantidade nos pacientes fenilcetonﬁficos,
(ARMSTRONG et alii, 1955) nao parece exercer efeitos tégicos
(SANDLER, 1982).

Sintomas esquizofrénicos manifestados por grande parte
de pacientes fenilcetonlQricos podem ser causados pelo actmlo de
feniletilamina, que possui propriedades farmacoldgicas simila~
res as das anfetaminas (MANTEGAZZA & RIVA, 1963 - citado por SAN
DLER, 1982), parecendo causar profundo decréscimo em ganglidsi~
deos no cdrtex cerebral de ratos (LOO et alii, 1980). Parece
também que este metabdlito  da fenilalanina estad envolvido na
alteragdo do metabolismo da serotonina através da redugdo da al
ta afinidade de captacao siqaptossomal de transmissores (LOO et
alii, 1980). Embora DAVISON & SANDLER (1958) tenham demonstra-
do inibicado da 5-hidroxitriptofdnio descarboxilase pelo  acido
fenilacético e PARE et alii (1958) tenham reproduzido esta ini
bicdo "in vivo", BICKEL et alii (1955) - citado por BICKIS et
alii (1957) reportaram que a adigdo de L-fenilalanina ou de aci

do fenilpirf@ivico a alimentacdo de criancas fenilcetonliricas pro
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duziram deterioracdo em seu estado mental, o mesmo ndo ocorren-
do quando era adicionado o acido fenilacético.

LOO et alii (1980) demonstraram que elevados niveis de
fenilacetato no cérebro durante o periodo pds-natal estdo asso-
ciados com as alteracglGes de longo prazo observadas no desenvol-
vimento cerebral de ratos.

Em fenilcetonlria, ocorre uma reagdo de condensagado en
tre dopamina e acido fenilpirivico (LASALA & CONSCIA, 1979 - ci
tado por SANDLER, 1982), resultando em um composto inibidor da
dopamina B-hidroxilase, possivelmente levando a um decréscimo
na produgao de noradrenalina.

FELLMAN (1956), verificou que acidos fendlicos em Con—
centragdes similares as encontradas em fenilcetonlria inibem as
enzimas 5-hidroxitriptamina descarboxilase e DOPA descarboxila-
se. |

Metabdlitos de acidos aromdticos inibem a descarboxila
se do acido glutdmico (HANSON, 1958 -citado por SANDLER, 1982),
causando decréscimo nos niveis de acido y-aminobutirico (GABAL

O fenilpiruvato inibe, "in vitro", a hexoquinase cere
bral (WEBER, 1969), e a sintese do colesterol a partir do acido

mevaldénico (SHAH et alii, 1969), sendo, portanto, tdoxico para a

formagado de mielina (SILBERBERG, 1967).
3.4. Modelos Animais de Fenilcetoniria
A lesdo primaria no figado, as alteracdes bioquimicas

no sangue e os distlrbios na fungao cerebral estdo bem estabele

cidas na fenilcetoniria, mas ha dificuldades em se determinar a
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hierarquia das causas, distinguir entre causa e efeito e em re-
lacionar estruturas e funcgao.

Uma dieta com pouca fenilalanina evita deterioragdo men
tal quando iniciada logo apds o nascimento, indicando que ndo &
o defeito genético, mas a hiperfenilalaninemia presente durante
a infancia que causa dano cerebral. |

O modelo animal permite acesso de relativo valor ao es
tudo de mecanismos pelos quais uma anormalidade metabdlica espe
cifica resulta em prejuizo do cérebro e alteragdes comportamen-
tais, ajudando na compreensao de pelo menos alguns aspectos da
doenca humana.

vVarias abordagens a fenilcetonlOria tém sido feitas e
os modelos animais foram introduzidos por AUERBACH et alii (AUER
BACH et alii, 1958).

0s modelos animais para estudo da fenilcetoniria estdo
essencialmente divididos em agudos e crdénicos, com ou sem uso
de inibidores da fenilalanina hidroxilase hepdtica. Existem nu
merosos trabalhos que utilizam a mais variada metodologia ’para
inducdo de hiperfenilalaninemia. H& grande variabilidade na i-
dade do animal, no tempo de duragao do tratamento - mesmo entre
os modelos crénicos -, no uso de diferentes inibidores da ativi
dade da fenilalanina hidroxilase hepatica, como por exemplo, p-
~clorofenilalanina ou oa-metilfenilalanina, e nas diversas con-
centragoes de fenilalanina suplementando dieta normal.

Os modelos animais que utilizam p-clorofenilalanina pa
recem insatisfatdrios, com a droga apresentando numerosos efei-
tos colaterais incluindo alta mortalidade (LANE et alii, 1980) e

inibicdo da triptofdnio hidroxilase hepdtica (KOE & WEISSMAN,
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1966), o que nao foi observado com o uso de a-metilfenilalanina
(GREENGARD et alii, 1976).

Ao se avaliar aprendizado de animais hperfenilalaniné-
micos, devem ser levados em consideragao todos os aspectos men-
cionados acima, além do proprio método de analise comportamen-
tal. O retardo mental resultante da desordem metabdlica & a
expressao de uma alteragao global no cérebro, todos os aspectos
comportamentais estando alterados em algum grau. Portanto, un
anico teste de aprendizado comprometido ou numa mesma linha de
visao é insuficiente para validar a existéncia de fenilcetoni-
ria experimental (ANDERSEN & GUROFF, 1972). MUNN (1950) —‘citg
do por SCHLOCK & KLOPFER (1967), sugere que testes de discrimi
nagao simples nao sao eficazes em separar ratos fenilcetonlri-
cos de normais.

Alguns autores tém chamado atencao ao fato 'da tarefa
comportamental ser realizada durante ou imediatamente apds o tra
tamento cronico com fenilalanina (POLIDORA et alii, 1966;
SCHALOCK & KLOPFER, 1967; ANDERSEN & GUROFF, 1972; STRUPP et
alii, 1984). Argumentam gue o mau desempenho destes animais po
de ser devido a efeitos toxicos especificos daquele aminodcido
(PERRY et alii, 1965; POLIDORA, 1967) j& que a deficiéncia de
aprendizado evidenciada durante o periodo de sindrome é freqlien
temente revertida quando o tratamento € interrompido (POLIDORA
et alii, 1966). Sugerem ser necessario um periodo de recupéra—
¢ao entre o tratamento e a avaliacao comportamental para ava-
liar alteracgdes irreversiveis.

STRUPP et alii (1984) sugerem o uso de tarefas de a-

prendizado vantajoso, mas nao essencial, onde a informagao aser
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aprendida ndo seria critica para as necessidade organicas, e por

isso mais sensiveis a danos bioldgicos que muitas vezes sao in-

diferencidveis de variacgoes emocionais e de motivagao por tare-
fas comumente usadas, de aprendizado essencial para obtengao de

alimentos ou esquiva de eventos aversivos. Os autores encontra

ram deficiéncias permanente nas tarefas nao essenciais.

Alguns modelos tem reproduzido muitas das mudangas que
ocorrem no cérebro de wessoas fenilcetonUricas, incluindo eleva-
das concentragoes de fenilalanina (Mc KEAN, 1972; AOKI & SIEGEIL,
1970; GREENGARD et alii, 1976; DEL VALLE et alii, 1978; KOHSA
KA & TSUKADA, 1979; HUETER et alii, 1984), decréscimo de amino
acidos de cadeia ramificada (LOWDEN & LA RAMEE,1969; ISAACS &
GREENGARD, 1980; LANE et alii, 1980) e depressao de serotonina
(Mc KREAN et alii, 1962; HSIA et alii, 1963; BOGGS & WAISSMAN,
1964; YUWILER et alii, 1965; KOHSAKA & TSUKADA, 1979; ISAACS
& GREENGARD, 1980; LANE et alii, 1980; GIBSON et alii, 1982;
HUETER et alii, 1984). |

A hipérfenilalaninemia causa depressao nos niveiskcérg
brais de treonina, valina, metionina, isoleucina, leucina, his-
tidina e triptofénio em ratos imaturos e adultos, sendo os émi—
noacidos de cédeia ramificada os mais afetados (Mc KEANem
alii, 1968). Além da fenilalanina inibir a captacao daqueles a
minoacidos pelo cérebro competindo pelo transporte através da
barreira cérebro-sangue (GUROFF & UDENFRIEND, 1962; LINDROOS &
0Ja, 1971; OLDENDORF, 1973), também parece influir no efluxo dos
mesmos, a partir das células cerebrais (HUCHES & JOHNSON, 1976).

APPEL (1966) sugeriu que o retardo mental associado a

fenilcetoniria resulta do comprometimento da sintese protéica
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no cérebro em desenvolvimento. Hiperfenilaninemia aguda também
leva a inibicgdo transitdoria da sintese protéica cerebral em ra-
tos jovens mas nao em ratos adultos (AOKI & SIEGEL, 1970).

HA varios mecanismos propostos na tentativa de expli-
car as alteracgOes na sintese de proteinas cerebrais.

Em fatias de cérebro de rato foi demonstrado que os a-
minoacidos neutros sdo transportados pelos sistemas A (o maior
sistema dependente de sddio na maioria das células de mamiferos),
ASC (sistema sddio -dependente distinto de A)e/ou sistema L (sd
dio independente), pelo menos até 23 dias de idade (RIGGS et alii,
1984). Estes sistemas sdo encontrados em cérebro de ratos re-
cém-nascidos e adultos. O sistema L, o qual provavelmente se
desenvolve até o 239 dia de vida (RIGGS et alii, 1984) &€ o res-
ponsavel, ao menos, pelo transporte de fenilalanina, tirosina e
triptofdnio (PARDRIDGE & OLDENDORF, 1975; PRATT, 1979). A ele
vada concentracao de varios aminoacidos encontrada no céfebro
imaturo mas néo no cérebro maduro (Mc KEAN et alii, 1968; GREEN
GARD & BRASS, 1984) parece dever-se mais a grande atividade do
sistema L do que a difusao passiva através da barreira cérebro-
-sangue incompleta. Alguns sistemas de transporte que fazem
parte da barreira cérebro-sangue em ratos adultos também estdo
presentes em animais bastantg jovens, mas a capacidade de cada
sistema muda com a idade (CREMER et alii, 1976).

Cerca de 30 dias apOs o nascimento, o cérebro de ratos
tem capacidade em restringir a entrada de fenilalanina similar
a do adulto, sendo a captagdo deste aminoacido muito maior nas
primeiras 3 semanas de vida (GREENGARD & BRASS, 1984). Embora

a fenilalanina ndo seja transportada contra-gradiente, o cére-
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bro adulto tem um sistema de efluxo eficaz para este aminoacido
(LAJTHA & TOTH, 1962).

Alguns autores acreditam que hiperfenilalaninemia expe
rimental aguda em animais jovens iniba a sintese protéica cere-
bral por causar decréscimo na velocidade de iniciagcdo (TAUB &
JOHNSON, 1975) e de alongamento da cadeia polipeptidica (HUGHES‘
& JOHNSON, 1978). Mecanismos sugeridos incluem agao de ribonu-
cleases lisossomais sobre polirribossomos impossibilitando a for
magao do complexo de iniciagdo (ROBERTS & MORELOS, 1976) ou de-
ficiéncia do metionil~-tRNA iniciador (HUGHES & JOHNSON; 1977 e
1978) . Elevadas concentracgoes de fenilalanina produzem aumen-
to da atividade da ribonuclease e alteracao na fosforilacao de
proteinas ribossomais em ratos jovens. Estes efeitos sao rever
tidos pela administragdo de aminoacidos neutros (ROBERTS & MORE
LOS, 1980).

Hiperfenilalaninemia aguda resulta em desagregagdo de
polirribossomos cerebrais apenas em animais jovens (AOKI & SIE-
GEL, 1970; TAUB & JOHNSON, 1975). Este efeito parece estar re
lacionado com a perda de triptofdnio pelo tecido nervoso, H‘uma
vez que este aminoadcido parece ser importante na formagao de po
lirribossomos e na manutengcdo da velocidade normal de 'sintese
protéica (SIDRANSKY et alii( 1967; PRONCZUK et alii, 1968;> AQ
KI & SIEGEL, 1970).

Em ratos adultos a desagregacdo de polirribossomos ndo
€& verificada (AOKI & SIEGEL, 1970; TAUB & JOHNSON, 1975). ‘Is—
to sugere que a maturagdo cerebral leva a uma resisténcia é‘de—
sagregagao induzida por altas concentracdes de fenilalanina.

A sintese protéica também nido & alterada pela hiperfe-
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nilalaninemia aguda em ratos adultos (AOKI & SIEGEL, 1970). BER
GER et alii (1978, 79) - citados por BERGER et alii (1980) con-
cluiram que fenilalanina pode profundamente influenciar na sin-
tese protéica cerebral de ratos jovens, enquanto que o efeito
do excesso de fenilalanina & bem menos pronunciado em ratos a-
dultos. .

HUGHES & JOHNSON (1978) mostraram que tratamento de hi
perfenilalaninemia aguda em ratos com mistura de aminodcidos neu
tros previne a inibigdo da sintese protéica cerebral, mesmo na
presencga de concentragoes cerebrais de fenilalanina 70 vezes
maior que as normais. Isto sugere que O mecanismo fundamental
de inibicdo da sintese protéica & o desequilibrio de aminoﬁci~
dos e ndo a elevagdo pura e simples dos niveis de fenilalanina.

Hiperfenilalaninemia crdnica, induzida por administra-
cdo diaria de o-metilfenilalanina mais fenilalanina, tem o mes-
mo efeito sobre a sintese protéica cerebral em ratos recém-nas-
cidos que hiperfenilalaninemia aguda: inibe velocidade de ini-
ciacdo e alongamento da cadeia polipeptidica (BINEK et alii, 1981
- ¢citado por BINEK-SINGER & JOHNSON, 1982). O tratamento de ra
tos hiperfenilalaninémicos crénicos com L-isémeros de leucina,
isoleucina, valina, treonina, tirosina, triptofdnio e metionina
previne parcialmente a deficiéncia cerebral em aminoécidos‘neu—
tros ebloqueia completamente a inibigdo da sintese protéica cere
bral (BINEK-SINGER & JOHNSON, 1982).

DILLEHAY’et alii (1980) trabalhando com linhagem A9 de
células L de camundongos verificaram que a alanina reverte por
completo a inibigdo do crescimento celular e da sintese protéi-

ca provocada por excesso de fenilalanina. HUETHER et alii (1985)
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demonstraram que a administracdo adicional de lisina a  ratos
lactantes hiperfenilalaninémicos impede a queda de aminoacidos
no soro e cérebro, prevenindo o retardo no desenvolvimento cere
bral,

0 desenvolvimento do cérebro de seres humanos e de ani
mais & marcadamente afetado por excesso crdénico de fenilalanina
no sangue (WAISSMAN et alii, 1960; SCHLESINGER et alii, 1969).
Excesso de fenilalanina tem sido associado com deficiéncia de
mielina, tanto em fenilcetonlricos humanos (SHAH et alii, 1972)
quanto em animais com hiperfenilalaninemia induzida experimen-
talmente (PRENSKY et alii, 1971; SHAH et alii, 1972).

No cérebro humano sdo detectados 2 periodos de prolife
racao celular maior (DOBBING & SANDS, 1970; WINICK et alii,
1970): o primeiro comega entre 15 e 20 semanas de gestagao e
corresponde & proliferacdo neurobldstica; o segundo periodo cor
responde a multiplicagdo de células gliais e neurogénese restri-
ta a microneurdnios em determinadas areas cerebrais, comecgando
na 252 semana de gestacdo e continuando pelo segundo ano de vi-
da pOs-natal.

Do ponto de vista bioldgico, o cérebro humano € relati
vamente maduro aos 4 -6 anos em termos de desenvolvimento de neu
rénios e glia, formacgdo de ;inapses e grau demielinizacao (DOD—
GE et alii, 1975 - citado por BERGER et alii, 1980).

A nivel bioquimico, o Gnico efeito a longo prazo da fe
nilcetonliria classica que tem sido bem documentado, € a defi-
ciéncia de mielina no Sistema Nervoso Central (ALVORD et alii,
1950; ©SHAH et alii, 1972).

Ratos jovens sao particularmente apropriados para estu
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dos de crescimento e desenvolvimento morfoldgico do cérebro,sen
do que aos 25 dias de idade a maturagdo do cérebro destes ani-
mais equivale a de uma crianga de oito anos de idade (HOMMES et
alii, 1982).

Hiperfenilalaninemia cronicamente induzida em ratos de
25 dias aumenta o "turnover" da mielina e decresce sua velocidg'
de de sintese. O resultado dos dois processos & o decréscimo
no conteldo total de mielina no cérebro. Isto indica que mesmo
em estagios de relativa maturidade de desenvolvimento cerebral,
a mielina & vulneravel ao aumento nos niveis de fenilalanina
(HOMMES et alii, 1982).

A atividade da enzima 2',3'-nucleotidec ciclico 3-fos-
fohidrolase (CNPase) parece refletir o grau de mielinizagdo no
Sistema Nervosé Central. Em animais hiperfenilalaninéndcos,seus
baixos niveis possivelmente indicam que a maturacao da oligoden
droglia, responsavel pela formagdo da bainha de mielina no Siste
ma Nervoso Central, esteja perturbada pelo acGmulo de fenilala-
nina durante o periodo pdos-natal (KOHSAKA & TSUKADA, 1979). 0
mesmo foi encontrado em embrides de pintos com hiperfenilalani-
nemia (ALEJANDRE et alii, 1984).

Por outro lado, hiperfenilalaninemia experimental pro-
duz deficiéncia de proteinas basicas da mielina no Sistema Ner-
voso Central, provavelmente em decorréncia da perda da estabili
dade e nao por redugdo da sintese protéica (FIGLEWICZ & DRUSE,
1980).

varios fatores podem contribuir para a deficiéncia de
mielinizagdo observada em hiperfenilalaninemia: comprometimen-

to do transporte de aminoacidos para o cérebro (Mc KEAN et alii,
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1968; OLDENDORF, 1973), diminuicdo da sintese e aumento da de-
gradagao da mielina (BERGER et alii, 1980), inibigaoc da forma-
¢do dos lipidios da mielina (SHAH et alii, 1969) e redugao da
proliferacdo de células gliais (JOHNSON & SHAH, 1984). Alterna
tivamente, a deficiente mielinizagao no Sistema Nervoso Central
pode ser, ém parte, secundaria a modificagles axonais (FIGLE—'
WICZ & DRUSE, 1980).

A maior dificuldade dos modelos experimentais de fenil
cetoniiria que utilizam sobrecarga de fenilalanina & reproduzir
o defeito priméfio na fenilalanina hidroxilase hepatica e a re-
lacdo entre os niveis de fenilalanina e tirosina circulantes en
contrados em fenilcetoniiria. A aproximagao dos modelos as ca-
racteristicas da doenga tem sido ha muito tempo procurada, lan-
cando mdo de linhagens genéticas de camundongos com atividade da
fenilalanina hidroxilase reduzida (BAUMANN et alii, 1982), ou o
uso de hamsters, o0s quais tém muito menor atividade daquelé en-
zima que os ratos (HORWITZ & WAISSMAN, 1966). Também foram tes
tados inibidores da enzima pteridina redutase, tal como esculi-
na (VALDIVIESO et alii, 1975) e antibidticos como cotrimoiole
(DHONDT et alii, 1977 - citado por .LANE et alii, 1980), mas sdo
freqllentemente tOxicos e inespecificos em sua acao.

LIPTON et alii (l9§7) induziram hiperfenilalaninemia em
ratos com administracao de fenilalanina mais p-clorofenilalani
na, um inibidor da fenilalanina hidroxilase. Embora algumas ca
racteristicas da doencga possam ser reproduzidas, - p-clorofenila
lanina tem varios efeitos toxicos, como desenvolvimento de éatg
ratas (KOHSAKA & TSUKUDA, 1979; LANE et alii, 1980) e alta moxr

talidade (LANE et alii, 1980), além de efeitos colaterais como
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inibigéo da triptofdnio hidroxilase hepatica (KOE & WEISSMAN,
1966). Outro agente quimico inibidor da fenilalanina hidroxila
se € 0 analogo da fenilalanina, a-metilfenilalanina, de toxici-
dade mais baixa que a de p-clorofenilalanina. Nenhum dos dois
agentes inibe completamente a atividade da enzima. A a-metilfe
nilalanina atinge 75% de inibig¢do da fenilalanina hidroxilase‘
hepatica, mas ndo afeta a atividade da enzima renal (DEL ' VALLE
et alii, 1978).

Ratos que receberam tratamento prolongado com a-metil-
fenilalanina mais fenilalanina nd3o alteraram os niveis das enzi
mas hepaticas: tirosina aminotransférase, aspartato aminotrans
ferase soluivel e mitocondrial, B-hidroxibutirato desidrogenase
e malato desidrogenase NADP dependente, nem das enzimas cere-
pbrais: glutamato desidrogenase, glutamato descarboxilase, B-hi
droxibutirato desidrogenase, succinato desidrogenase e asParta—
to aminotransferase solivel e mitocondrial (GREENGARD et alii,
1976), mas aumenta a atividade da enzimé fenilalanina - piruvato
aminotransferase. Também a atividade das enzimas cerebrais he-
xoquinase, piruvato quinase e lactato desidrogenase nao foram
diferentes do controle (DEL VALLE et alii, 1978).

Hiperfenilalaninemia induzida cronicamente por o-metil
fenilalanina mais fenilalan;na_mostrou aumentar a atividade da
enzima fosfoserina fosfatase cerebral, sem alterar sua atiVida—
de no figado (DEL VALLE et alii, 1978), mas este efeito parece
ser secundario a hiperfenilalaninemia e ndo a a—metilfenilalani
na.

A supressao da atividade da fenilalanina hidroxilase

hepatica "in vivo" com inje¢d@o de a-metilfenilalanina (com ou
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sem fenilalanina) & um processo lento e irreversivel. A ativi-
dade minima é atingida em 20 horas e somente apds um periodo de
48 horas, requerido para a ressintese da enzima, a atividade re ‘
torna ao normal (DEL VALLE et alii, 1978). A inibicao da tiro-
sina hidroxilase pela o-metilfenilalanina & rapida e reversivel,
sendo que a depressao de catecolaminas, que ocorre em ratos jo-
vens, € restaurada dentro de poucas horas (BRASS & GREENGARD, .

1982). Ratos com 16 dias de idade nao mostram deficiéncia de
dopamina, talvez devido ao amadurecimento da fenilalanina hidro
xilase hepatica, que nao sendo completamente inibida, produz quan
tidades suficieﬁtes de tirosina evitando a depressao do neﬁro-
transmissor. Administracao aguda de a-metilfenilalanina nao al
tera o contetido de serotonina cerebral, pelo menos em ratos com
6 dias de idade (GREENGARD et alii, 1976), e deprime catecolami
nas periféricas simpaticas (TORCHIANA et alii, 1970). Tratamen
to cronico com a-metilfenilalanina mais fenilalanina naoc altera
os niveis cerebrais de noradrenalina e dopamina, mas reduz os
niveis de serotonina, possivelmente pelo decréscimo de triptofé

nio cerebral (LANE et alii, 1980).
4. Aprendizado e Memoria

Os processos de aprendizado e memdria nao sao direta-
mente medidos, mas podem ser inferidos a partir de modificagées
de comportamento observadas sob condicoes definidas (DAVIS &
SQUIRE, 1984). |

A aquisicao de mudangas de comportamento causadas por

uma experiencia denomina-se aprendizado.
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ApOs a aquisicao iniciam-se os processos de consolida-
cao - periodo em que a memoria € instavel e susceptivel a in-
fluencias enddgenas e exOgenas - que pode durar minutos ou ho—.
ras e que pode resultar em memdria estavel. Esta é capaz de du
rar até toda vida do animal (SOUZA, 1980).

Existem varias formas de aprendizado experimental (HAR
LOW et alii, 1971 - citado por SOUZA, 1980). Uma maneira sim-
ples de’classificé-los é entre aprendizados aversivos e nao a-
versivos. Os primeiros utilizam estimulos dolorosos ao animal,
como ocorre nas esquivas ativa e inibitdéria, enquanto os nao a-
versivos consistem em estimulos nao dolorosos, como ocorre na
habituacgao.

Pelo menos os aprendizados estressantes sao acompanha-
dos por alteragoes neuro-humorais e hormonais durante ou apds o
treino ou teste (GOLD & Mc GAUGH, 1975; TIZQUIERDO et alii, 1980;
IZQUIERDO et alii, 1980; GOLD & DELANOY, 1981; GOLD & ZORNET-
ZER, 1983; Mc GAUGH, 1983 - citados por NETTO, 1984). Muitas
destas alteracoes sao inespecificas ao aprendizado, mas refle-
tem o grau de estresse associado a experiencia (IZQUIERDO‘ et
alii, 1980; TIZQUIERDO et alii, 1980; GALLAGHER et alii, 1983;
Mc GAUGH, 1983 - citados por NETTO, 1984).

Tratamentos farmacqlégicos éodem afetar alguns compo-
nentes do processo de aprendizado. OQuando aplicados antes do
treino podem afetar tanto a aquisig¢ao quanto a consolidagd@o ou
a evocagao; gquando aplicado apds o treino, em principio, podem
afetar a consolidagao ou a evocagao. Tratamentos aplicadoé an-
tes do teste podem afetar a evocagao ou variaveis que possam so

bre ela influir no momento do teste, como por exemplo, novas
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aquisicgoes,

Foram determinadas algumas alteragoes metabdlicas rela
cionadas com o aprendizado em esquiva ativa de 2 vias: decrés-
cimo de cAMP (adenosina-3',5' monofosfato ciclico), apbs 25 mi-
nutos de treino,em amigdala e hipotalamo e aumento nos niveis de
fosforilagao de proteinas nucleares em hipocampo e caudato—puti.
men apos 5 minutos de treino ue desaparece se ele continua até
25 minutos. O aumento de incorporag¢do de leucina em proteinas
de hipocampo e caudato-putamen (4 horas apds o treino) e do fi-
gado (2 horas apés O treino) se relacionam com a situagao de a-
prendizado (SOUZA, 1980). |

Ha trabalhos gue mostram gue a inibi¢ao protéica cere-
bral durante o treino ou logo apds seu final inibe o estabeleci
mento da memdria estadvel. Entretanto, o aumento de incorpora-
gcao de aminodcidos em proteinas cerebrais em testes que,em prin
cipio, nao causam aprendizado (SOUZA; 1980), sugerem que, ou to-
dos testes oportunizam alguma forma de aprendizado (nao medido),
ou este aumento € essencial mas nao suficiente para o estabele-

cimento da fase estavel da memoOria
5. Objetivos

1l - Verificar se hiperfenilalaninemia aguda causa com-
prometimento no desempenho de ratos com 29 - 31 dias de idade,
com maturagao cerebral similar & de adultos, nos testes compor-
tamentais de esquiva ativa de 2 vias, esquiva inibitdria e cam-
po aberto.

2 - Verificar o envolvimento das alteragoes nos niveis



cerebrais de tirosina e de triptofanio no desempenho dos

mais hiperfenilalaninémicos.
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MATERIAL E METODOS

1. Animais Experimentais

As experiéncias foram realizadas em ratos Wistar de am
bos os sexos com 29 - 31 dias de idade pesando entre 45g e 949
(69,4 £ 12,34), provenientes do Biotério do Instituto de Biocién
cias da UFRGS,Ecriados em namero de 8 por gaiola e desmamados
aos 21 dias de‘idade. Apos o desmame, foram alimentados com ra
¢ao Germani "ad libitum" da mesma forma que os ratos adultos e
mantidos durante todo o tempo em ambiente climatizado com ci-
clos de 12 horas de luminosidade claro-escuro.

Todos os experimentos comportamentais foram realizados

entre 10 e 17 horas.
2. Administracao do Aminoacido

L-Fenilalanina (Merck) foi dissolvida em sclugao sali-
na (NaCl 0,85 g% - Merck) por aquecimento a 80°C, na concentra-
¢ao de 4 g% e injetada intraperitonealmente em um volume corres
pondente a 2,5 ml.100 g—l de peso corporal. A dose administra-
da de fenilalanina correspondia a 100 mg.100 g—l de peso corpo-

ral. Os animais controles receberam volumes equivalentes de so
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lugao salina.
3. Tratamentos com Drogas
3.1. Administracao de o-metil-D,L-fenilalanina

a-Metil-D,L-fenilalanina (Sigma) foi dissclvida em so-

lucao salina na concentragao de 1,43 g%, sendo o pH final ajus-
tado a 7,2 com NaOH 1,0 N e injetada no tecido subcutaneo do dor

1 de peso

so do rato num volume correspondente a 3,0 ml.100 g
corporal. A dose de a-metil-D,L-fenilalanina administrada cor-
respondia a 43 mg.100 g—l de peso corporal (BRASS & GREENGARD,
1982). O grupo controle recebeu igual volume de solugao salina.

Apbs 20 horas, os animais que receberam previamente
o-metilfenilalanina foram injetados intraperitonealmente cbm SO
lugao salina ou solugao de L-fenilalanina 3,6 g% na dose de 90
mg. 100 g—l de peso corporal em volume de 2,5 ml.100 g—l deuﬁeso
corporal.

O grupo controle recebeu solugao salina via intraperi-

toneal em volume equivalente.

3.2. Administracao de B-bloqueador adrenérgico (Prdprg

nolol)

Propranolol foi dissolvidc em solugao salina na concen
tracdo de 0,2 mg.100 g—l de peso corporal (IZQUIERDO & DIAS,
1983) e injetado intraperitonealmente associado a L-fenilalani-

na 4 g% ou solugao salina, nos animais dos grupos experimental
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e controle da droga, respectivamente.
0 grupo controle recebeu volumes equivalentes de solu-
¢ao salina intraperitonealmente.

Todas as solugoes injetadas foram previamente aqueci-

das a 37OC.
4., Coleta da Amostra

Para as determinagbes bioquimicas, os animais foram sa
crificados por decapitagao. O sangue foi coletado sem adigéo
de anticoagulante. Apds a retracao do coadgqgulo, o soro foi cen-
trifugade a 1.000 g por 10 minutos em centrifuga Janetski T32A.

Foi adicionado ao soro igual volume de uma solugao de
TCA 0,6 N (Sigma); a mistura foi centrifugada a 1.600 g por 10
minutos em centrifuga Janetzki T 32A e o sobrenadante desprotei
nizado foi recolhido.

O cérebro era rapidamente retirado, colocado sobre‘plg
ca de Petri invertida e em contacto com o gelo - para manter a
temperatura em torno de 4OC. Bulbo olfatdrio, tronco enceféli—
co e cerebelo foram cirurgicamente retirados. O restante do cé
rebro, apds pesado, era homogeneizado em 2,5 ml de solugéo‘sali
na. |

Ao homogeneizado foram adicionados 2,5 ml de TCA 0,6 N
para a desproteinizagdo. Apds centrifugagado a 5.000 g por 10 mi
nutos em centrifuga refrigerada Sorval RC 2B, foi recolhido o
sobrenadante. |

As amostras foram conservadas a temperatura de —ZOOC

até sua utilizacao.
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5. Dosagens

As dosagens de fenilalanina, tirosina e triptofanio em
sobrenadante desproteinizado de soro e cérebro foram realizadas
por métodos fluorimétricos. A a-metilfenilalanina nao interfe-

re nem reage com esta técnica quantitativa (GREENGARD et alii,

1976) .
5.1. Dosagem de Fenilalanina

Foi feita de acordo com o método fluorimétrico de McCA

MAN & ROBINS (1962) com algumas modificagoes:
A) Reagentes:

Tampao Succinato 0,3 M pHA5,8 (Riedel)

Ninhidrina 30 mM (Merck)

I,-Leucil, L-alanina 5 mM (Sigma)

TCA 0,3 N (Sigma)

Carbonato de sddio anidro 1,6 g% (Reagen)

Tartarato duplo de s&dio e potassio 0,1 g% (Merck)
Sulfato de cobre 0,6 g% (Merck)

L-Fenilalanina (Sigma): solugces padrdes corresponden-

tes a 2,4 e 6 mg%
B) Metodo

A cada 25 ul de sobrenadante de soro ou cérebro despro
teinizados ou dos padroes de L-fenilalanina foram adicionados

400 ul da mistura reagente: tampao succinato 0,3 M, pH 5,8; ni
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nhidrina 30 mM e L-leucil, L-alanina 5mM na proporgao de 5:2:1.
Para soro de animais que receberam administragao de fenilalani-
na 4 g% foram utilizados 10 pl de sobrenadante desproteinizado,
sendo o volume completado pela adigcac de 15 pl de TCA 0,3 N.

A mistura foi aquecida por 120 minutos a 60°C e resfria
da com agua corrente. Apds, foram adicionados 2,5 ml de reageg‘
te clprico, que & composto de: carbonato de sddio anidro 1,6 g%,
tartarato duplo de s6dio e potassic 0,1 g%, sulfato de cobre 0,6
g% em agua, em igual proporgao, e deixados em repouso de]D a 15
minutos, A leitura das fluorescencias foi feita em sequida, em
fluorimetro TURNER modelo 111 com filtro primdrio 365 mm e se-

cundarios de 415 nm e 535 nm.

Todas as determinacoes foram realizadas em duplicatas,
sendo repetidas quando a diferenca entre ambos era superior a

5%, Para efeitos de calculo, foram utilizadas as médias das du

plicatas.
5.2. Dosagem de Tirosina

A dosagem de tirosina foi realizada de acordo com o mé
todo fluorimétrico de PHILIPS (1967), com algumas modificacdes:

A) Reagentes:

- TCA 0,3 N (Sigma)

Acido nitroso 0,3 N (Merck)

Nitrito de s6dio 1 % (J.T. Baker)

l-nitroso 2-naftol 0,1 % (Merck)

- L-Tirosina (Merck): solugoes padrdes corresponden-
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tes a 0,5; 1,0; 2,0 e 2,5 mg%
B) Metodo:

A 20 pl de sobrenadante de soro ou cérebro desproteini
zados ou das solugoes padroes de L-tirosina foram adicionados
20 pyl de TCA 0,3 N e 5 ml de uma mistura reagente que & compos—.
ta Ge Acido nitroso 0,3 N, nitrito de sddio 1% e l-nitroso q-
-naftol 0,1 % na proporgcao de 10 : 0,05 : 1. Os tubos foram veda
dos e aquecidos em banho de agua fervente por 10 minutos. Logo
apds terem sido retirados do banho, 3 ml de agua destilada fo-
ram adicionados aos tubos, com agitagao.

As leituras fluorimétricas foram feitas em fluorimetro
TURNER modelo 111, utilizando como filtro primadrio 435 nm e se-
cundario 535 nm. |

Todas as dosagens foram feitas em duplicatas, sendo re
petidas quando a diferenca entre ambas superava 5 %. Para os

calculos foram utilizadas as médias das duplicatas.
5.3. Dosagem de Triptofanio

Dosagem feita de acordo com HESS & UDENFRIEND (1959)

A) Reagentes:

- Formaldeido 18 ¢ (USP)
~ Per6xido de hidrogénio 5 ¢ (Carlo Erba)
- L-Triptofanio (Sigma): solugdes padrbes correspon-

dentes a 0,4; 0,8; 1,2; 1,6 ng%
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B) Metodo:

Volumes de 10 uyl de sobrenadante desproteinizado de sQ
ro ou 40 pl de sobrenadante desproteinizado de cérebro ou volu-
mes equivalentes das solugOes padroes de L-triptofanio foram a-
dicionados de volume necessario de agua para completar 3,0 ml.
Apds a adicao de 0,1 ml de formaldeido 18 $ foram aquecidos em
banho de agua fervente por 20 minutos. A cada tubo foi adicio-
nado 0,1 ml de uma solugao de perdxido de hidrogénio 5% e a mis
tura foi novamente aquecida por 20 minutos em agua fervente.

As leituras das fluorescencias foram feitas logok que
as amostras esfriaram, a temperatura ambiente. Foram utiliza-
dos filtros primadrio de 365 um e secundario de 440 um, em fluo
rimetro TURNER modelo 111. Todas as dosagens foram realizadas
em triplicatas, sendo usado o valor da mediana para efeitos de

cdlculo das concentragoes.
5.4. Calculo das Concentracoes

Cada dosagem era acompanhada de uma curva padréo,éendo
usado para fins de cdlculos o quociente médio obtido pela cur-
va. O calculo final levou em consideragdo a diluigado sofrida pe
lo soro e pelo cérebro durante o processo de preparagao do so-
brenadante desproteinizado. No caso do cérebro, foi usado o vo
lume de 0,8 ml para cada grama de acordo com medidas previamen-

te realizadas no laboratdrio.



6. Testes Comportamentais - Caracterizag&o

Foram utilizados dois testes aversivos: esquiva ativa
de 2 vias e esquiva inibitdria; e um teste nao aversivo, o tes
te de campo aberto.

Um intervalo de 24 horas separou treino e teste.
6.1. Esquiva Ativa de 2 Vias

Foram utilizadas caixas automaticas de condicionaﬁento
medindo 50 cm de largura, 25 cm de altura e 25 cm de profundida
de. As caixas possuem quatro paredes de acrilico escuro ei uma
tampa do mesmo material. A base da caixa é constituida por bar
ras de bronze de 2 mm de diametro, separadas por um espago del
cm e estao ligadés a um gerador de corrente elétrica. No meio
da caixa existe uma barra de madeira de 5 mm de largura,separan
do o piso em dois compartimentos. A iluminacao é feita na pare
de posterior, existindo um sistema de células foto—elétricés na
parede frontal permitindo ao controle automdtico indicar o lado
da caixa em que se encontra o animal. Nas paredes laterais e-
xistem alto-falantes ligados a um gerador de tons do controle
automatice. Os animais forqm colocados delicadamente de frente
para o canto posterior esquerdo da caixa. Antes de iniciar o
treino ou o teste, havia um periodo de 5 minutos para a habitua
¢ao do animal ao novo ambiente, durante o qual ele realizava in
tensa atividade exploratdoria. ApOs aquele tempo, a campainha
soava a intervalos de 10 a 50 segundos durante 5 segundos,no mé

ximo, de cada vez. Ao término de cacda periodo sonoro, uma cor-
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rente elétrica de 0,8 mA de intensidade passava pelas barras de
bronze no lado da caixa onde o rato se encontrava. O animal re
cebia choques nas patas até que cruzasse a metade da caixa e,en
tao, o choque era omitidc.

Esta resposta & chamada "fuga ao choque elétrico’” Se
o animal cruzasse a metade da caixa ao ouvir a campainha, esta
parava imediatarente e o animal ndo recebia choque, sendo, entao, cha
mado de "resposta condicionada de esquiva ao choque elétrico"
ou "cruzamento com campainha" (CCC). O cruzamento sem estimulo
auditivo ou aversivo foi denominado "cruzamento interprovw'(CIP).

Durante cada experimento o animal era submetido a 50
tons durante um periodo de aproximadamente 25 minutos.

O crescente numero de respostas com campainha foi uti-
lizado como manifestacao do aprendizado (melhora do desempenho)
(souza, 1980) e’a diferenca teste-treino foi considerada indica

tivo de memdria.
6.2. Esquiva Inibitoria

Os testes foram realizados em caixa de madeira enverni
zada, medindo 50 cm de comprimento por 25 cm de largura e 25 cm
de altura. A caixa possui uma face frontal de vidro e assoalho
com barras de bronze de 2 mm, espacadas de 1 cm e ligadas a um
gerador de corrente elétrica. Em um dos cantos, o assoalho e
coberto por uma plataforma de madeira medindo 6 cm de largura
por 4 cm de altura.

Tanto no treino quanto no teste os animais eram coloca

dos delicadamente sobre a plataforma, de frente vpara o canto
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posterior esquerdo da caixa.

Com crondmetro foi medido o tempo de laténcia até a des
cida do animal da plataforma para as barras de bronze. No trei
no, o0s animais recebiam éhoques e 0,2 mA ou 0,3 mA continuamen
te até subirem novamente na plataforma. ©No teste, os choques e
ram orxitidos.

A diferenca de laténcia no treino-teste (NETTO, 1984)
foi tomada como medida de retencao (memdria), sendo estabeleci-

do o valor limite de 160 segundos.
6.3. Campo Aberto

Para os testes de campo aberto foi usada uma caixa de
madeira envernizada, medindo 50 cm de altura, 60 cm de largura

e 40 cm de profundidade. O assoalho da caixa & coberto por pa-

viflex, dividido em 12 quadrados simétricos. © animal era colo
cado de frente para o canto posterior esquerdo da caixa. Cada
animal explorava o ambiente por 2 minutos. Foram anotados o ni

mero de cruzamehtos de um quadrado para o outro e também o nﬁmg
ro de vezes em gue os animais apresentaram o comportamento de
"rearing" (elevacao das patas dianteiras, cabeca e tronco).

O aprendizado em campo aberto foi assumido como a>redg
g¢ao do nimero de "rearings" (NETTO et alii, 1986) e de cruzamen

tos entre a sessao de treino e teste.
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7. Experimentos Realizados

7.1. Efeitos da Administracao Intraperitoneal de Feni-
lTalanina 4 g% em Salina nos Niveis Séericos e Cere

brais de Fenilalanina, Tirosina e Triptofanio

Ratos provenientes de uma mesma ninhada receberam admi
nistracdo intraperitoneal de solucao salina ou de fenilalanina
4 g% em salina conforme anteriormente descrito. Os animais e-
ram sacrificados apdés 15, 30, 60, 90, 120, 150 e 210 minutos. O
soro era recolhido e o cérebro removido para determinacao de fe

nilalanina, tirosina e triptofanio.

7.2. Efeitos da Administracao Subcutanea de a-Metilfe-
nilalanina 1,43 g% em Salina nos Niveis Sericos e

Cerebrais de Fenilalanina, Tirosina e Triptofanio

Ratos provenientes da mesma ninhada receberam adminio—
tragao subcutanea de o-metilfenilalanina conforme indicado. A-
pds 20 horas,quando a inibicdao da fenilalanina hidroxilase
(GREENGARD, 1976) & maxima, receberam solucao salina intraperi-
tonealmente e foram sacrifiqados apds 30, 60, 90, 120 e 210 mi-
nutos. Fenilalanina, tirosina e triptof@nio foram determinados

no soro e no cérebro.
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7.3. Efeitos da Administracao Subcutanea de a-Metilfe-
nilalanina 1,43 g% em Salina e Intraperitoneal de
Fenilalanina 3,6 g% em Salina nos Niveis Sericos
e Cerebrais de Fenilalanina, Tirosina e Triptofa-

nio

Ratos provenientes de uma mesma ninhada receberam a-me
tilfenilalanina subcutaneamente e, apds 20 horas, fenilalanina
intraperitonealmente. Os animais foram sacrificados apOs 30,
60, 90, 120 e 210 minutos para determinagao de fenilalanina, ti

rosina e triptofanio no soro e no cérebro.

7.4. Efeitos da Administracao Intraperitoneal de Feni-
lalanina 4 g% em Salina no Comportamento de Ratos
em Esquiva Ativa de 2 Vias Submetidos a Choque E-

létrico de 0,8 mA
7.4.1. Grupo Controle

Administracao intraperitoneal de solucao salina (2,5
ml . 100 g-l de peso corporal) 60 minutos antes do treino e 60

minutos antes do teste (SALfSAL).
7.4.2. Grupos Experimentais

Foram estudados 3 grupos experimentais:

a) Administracgao intraperitoneal de salina (2,5 ml .100

g—l de peso corporal) 60 minutos antes do treino e fenilalanina
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4 g% em salina (100 mg . 100 g_l de peso corporal) 60 minutos an

tes do teste (SAL-FEN) ;

oo

b) Administracao intraperitoneal de fenilalanina 4 g
em salina (100 mg . 100 gﬁl de peso corporal) 60 minutos antes
do treinoe 60 minutos antes do teste (FEN-FEN) ;

c) Administracao intraperitoneal de fenilalanina 4 g%
em salina (100 mg . 100 g_l de peso corporal) 60 minutos antes do
treino e de salina (2,5 ml . 100 g—l de peso corporal) 60 minu-

tos antes do teste (FEN-SAL).

7.5. Efeitos da Administragao Intraperitoneal de Feni-
lalanina 4 g% em Salina no Comportamento de Ratos
em Esquiva Inibitoria Submetidos a Choque Eletri-

co de 0,3 mA
7.5.1. Grupos Controles

a) Administracao intraperitoneal de solucao salina na
dose de 2,5 ml . 100 g—l de peso corporal 60 minutos antes  do
treino e do teste e simulagao (picada de agulha) imediataménte
apds o treino. (S.Ag.S.)

b) Administrag@o intraperitoneal de solugao salina na
dose de 2,5 ml . 100 g_l de peso corporal logo apbs 0O treino e
simulagao 60 minutos antes do treino e 60 minutos antes do tes-

te. (Ag.S.Ag.)
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7.5.2. Grupos Experimentais

Foram estudados 4 grupos experimentais:

a) Administracao intraperitoneal de fenilalanina 4 g%
em salina imediatamente apds o treino e simulagao 60 minutos an
tes do treino e antes do teste. (Ag.F.Aqg)

b) Administragdo intraperitoneal de solugao salina (2,5
ml . 100 g-—l de peso corporal) 60 minutos antes do treino, de fe
nilalanina 4 g% em salina (100 mg . 100 g_l de peso corporal) 60
minutos antes do teste e simulacaoc imediatamente apds o treino.
(S.Ag.F.)

c) Administracao intraperitoneal de fenilalanina 4 g%
em salina (2,5 ml . 100 g—l de peso corporal) 60 minutos antes do
treino, de salina (2,5 ml . 100 g-l de peso corporal) 60 minutos
antes do teste e simulacao imediatamente apds o treino. (F.Ag.

S.)

op

d) Administracao intraperitoneal de fenilalanina 4 g
em salina (100 mg . 100 g—l de peso corporal) 60 minutos antes
do treino e antes do teste e simulagao imediatamente apbs o trei

no. (F.Ag.F.)

7.6. Efeitos da Administracao Intraperitoneal de Feni-
lalanina 4 g% em Salina no Comportamento de Ratos
em Esquiva Inibitoria Submetidos a Choque Eletri-

co de 0,2 mA

Foram organizados um grupo controle (S.Ag.S.) e um gru

po experimental (F.Ag.S.), similares aos delineados para a es-
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quiva inibitdria com chogque de 0,3 mA.

7.7. Efeitos da Administracao Intraperitoneal de Feni-
lalanina 4 g% em Salina antes do Treino e Antes

do Teste no Comportamento de Ratos em Campo Aber-

to
7.7.1. Grupo Controle

Administra¢ao intraperitoneal de solugao salina (2,5
ml . 100 g—l de peso corporal) 60 minutos antes do treino e 60

minutos antes do teste. {(SAL-SAL)
7.7.2. Grupos Experimentais

Foram estudados 3 grupos experimentais:

a) Administragéo intraperitoneal de solugao salina (2,5
ml . 100 g—l de peso corporal) 60 minutos antes do treino e feni
lalanina 4 g% em salina (100 mg . 100 g_l de peso corporal) 60
minutos antes do teste. (SAL-FEN)

b) Administracao intraperitoneal de fenilalanina 4 g%
em salina (100 mg . 100 g_l) de peso corporal) 60 minutos antes
do treino e 60 minutos anteg do teste. (FEN-FEN)

c) Administracao intraperitoneal de fenilalanina 4 g%
em salina (100 mg . 100 g“l de peso corporal) 60 minutos antes do
treino e de solucdo salina (2,5 ml . 100 ¢! ae peso corporal) 60

minutos antes do teste. (FEN~SAL)



7.8. Efeitos da Administracao Intraperitoneal de Feni-
Talanina 4 g% em Salina Apos o Treino no Comporta

mento de Ratos em Campo Aberto

7.8.1. Grupo Controle

Administracao intraperitoneal de solugao salina (2,5
ml . 100 g_l de peso corporal) imediatamente apds o treino e si-

mulacao 60 minutos antes do treino e antes do teste. (Ag.S.Ag.)
7.8.2. Grupo Experimental

Administragao intraperitoneal de fenilalanina 4 g% em
salina (100 mg . 100 g_l de peso corporal) imediatamente apds o

treino e simulagao 60 minutos antes do treino e antes do teste.

(Ag.F.Ag.)

7.9. Efeitos da Administracao Subcutanea de o-Metilfe-
nilalanina 1,43 g% em Salina e Intraperitoneal de
Fenilalanina 3,6 g% em Salina Antes do Treino no

Comportamento de Ratos em Campo Aberto
7.9.1. Grupo Controle

Administracao subcutanea de solugdo salina (3,0 ml. 100
g—l de peso corporal), 21 horas antes do treino; administracao
intraperitoneal de solugao salina (2,5 ml . 100 g_l de peso cor-

poral) 60 minutos antes do treino e antes do teste. (SAL-SAL)
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7.9.2. Grupos Experimentais

Foram estudados 2 grupos experimentais:

a) Administracao subcutanea de a-metilfenilalanina 1,43
g% em salina (43 mg . 100 g—l de peso corporal), 21 horas antes
do treino; administragéo intraperitoneal de solugéo salina (2,5
ml . 100 g"l de pesco corporal) 60 minutos antes do treino e an-

tes do teste. (a—-SAL)

b) Administracao subcutanea de a-metilfenilalanina 1,43
g% em salina (43 mg . 100 g—l de peso corporal), 21 horas antes
do treino; administragéo de fenilalanina 3,6 g% em salina (90
mg . 100 g-l de peso corporal) 60 minutos antes do treino e de
solucao salina (2,5 ml . 100 g—l de peso corporal) 60 minutos an

tes do teste. (a—FEN)

7.10. Efeitos da Administracao Intraperitoneal de B-

bloqueador (Propranolol) e de Fenilalanina 4 g% em

Salina Antes do Treino no Comportamento de Ratos

em Campo Aberto
7.10.1 Grupo Controle

Administragao intraperitoneal de solucado salina (2,5
mil . 100 g—l de peso corporal), 60 minutos antes do treino e an-

tes do teste.
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7.10.2. Grupos Experimentais

Foram estudados 2 grupos experimentais:

a) Administragéo intraperitoneal de propranolol em sa-
lina (200 ug . 100 g—l de peso corporal), 60 minutos antes do
treino e de solugao salina (2,5 ml . 100 g_l de peso corporal) 60‘
minutos antes do teste. (B-SAL)

b) Administragao intraperitoneal de propranolol em so-
lucao salina (200 ug . 100 ggl de peso corporal) e fenilalanina
4 g% em salina (100 mg . 100 g_l de peso corporal) 60 minutos an
tes do treino e de solugao salina (2,5 ml . 100 g-l de peso cor-

poral) 60 minutos antes do teste. (B-FEN)
8. Analise Estatistica

As dosagens de aminoacidos estao expressas como média
t erro padrao; as comparacoes entre grupo experimental e con
trole foram realizadas pelo teste "t" de Student (LEVIN, 1978).

Os dados comportamentais de esquiva ativa de 2 vias,
campo aberto e esquiva inibitdria (treino) também estao expres-
sos como média * erro padrao e os grupos foram comparados por
uma analise de variancia de'uma via, sequida do teste de raio
miltiplo de Duncan (BLISS, 1967; DOWNE & HEAT, 1970). O desem
penho dos varios grupos na esquiva inibitdria sao expressos co-
mo mediana e intervalos interquartis e foram comparados pelo tes
te de Mann-Whitney (SIEGEL, 1956) e teste de Mediana (LEVIN,
1978). Teste de Wilcoxon e do Sinal (SIEGEL, 1956) foram utili

zados para a analise de significancia da diferenca treino-teste
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RESULTADOS

1. Dosagens

1.1. Efeitos da Administracao Intraperitoneal de Feni-
lalanina 4 g% nos Niveis Sericos e Cerebrais de

Fenilalanina, Tirosina e Triptofanio

ApGs a administracao intraperitoneal de fenilalanina ha
uma rapida absorcao do aminodcido, com elevagao sérica maxima o
correncdo em 15 minutos. A gueda & acentuada até os 120 minutos,
voltando aos valores normais, mais lentamente, aos 210 minutos.

A curva sérica de tirosina & um pouco mais retardada,
com o pico ocorrendo acs 60 minutos. Este atraso se deve basi-
camente ao fato de ser a tirosina formada por hidroxilacao da
fenilalanina, principalmente no figado.

Os niveis séricos de triptofanio nao apresentam varia-
cao significativa com a administracao de fenilalanina em rela-
cao a administracao de salina. Ha uma pequena queda inicial,
provavelmente devida a c¢iluigao ocasionada pela absorgdo daﬂsoé
lucao salina e posterior retorno aos niveis iniciais (Figura 5).

Em relacao aos niveis cerebrais (Figura 6), observam-

-se aos 60 minutos as maiores elevacoes de fenilalanina e as me
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FIGURA 5.

Niveis séricos
nio (média e e
peritoneal de
administragao
de 100 mg.100
administracao
ml.100 g~ + de

0o fenilalanina

* Cada ponto ¢
a 21 animais

de fenilalanina, tirosina e triptofa-
rro padrao) apos a administragao intra-
salina ou fenilalanina 4 g% em salina.

de_ fenilalanina 4 g% em salina, na dose

g™t de peso corporal.

de solucgao salina 0,85 g% na dose de 2,5
peso corporal.

A tirosina otriptofanio

epresenta a média dos resultados com 6

(Ver Apéndice).
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FIGURA 6. Niveis cerebrais de fenilalanina, tirosina e triptofa
nio (média e erro padrao) apds a administracao intra-

peritoneal de
em salina.

administracao
de 100 mg.100

administracao
ml.100 g~1 ge

o fenilalanina

* Cada ponto r
a 21 animais

solugao salina ou de fenilalanina 4 g%

de_fenilalanina 4 g% em salina, na dose

g~+ de peso corporal.

de solucao salina 0,85 g% na dose de 2,5
peso corporal.
A tirosina Jtriptofanio

epresenta a média dos resultados com
(Ver Apendice).
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nores concentracoes de triptofdnio. O pico maximo de tirosina
sO ocorre mais tarde, aos 150 minutos.

Comparando ao grupo controle, aos 60 minutos,os niveis
cereprais de fenilalanina aumentam cerca de 7 vezes, o0s de tiro
sina quase 70% e os de triptofanio decrescem 25%, as duas pri-
meiras estatisticamente significantes.

No soro, o aumento de fenilalanina & aproximadamente
50 vezes e o de tircsina cerca de 5 vezes, enguanto os niveis
séricos de triptofdnioc nao se alteram (Tabela I).

Foram comparados os niveis séricos e cerebrais de feni
lalanina e tirosina entre machos e fémeas, aos 60 minutos apds
a administracao intraperitoneal de fenilalanina 4 g% em salina.
Foi usado um teste nao paramétrico mara esta comparagao, visto
gue nao ha dispersao de dados em torno de uma média. Pelo tes-
te da mwediana nao foram encontradas diferencas significativas.
Isto sugere que a atividade da enzima fenilalanina hidroxilase
hepatica nac difere em relacao ao sexo, pelo menos na idade em
que os animais foram utilizados.

FREEDLAND et alii (1962) também nao encontraram dife-
renca entre machos e fémeas na atividade daquela enzima em ra-

tos albinos com aproximadcamente 40 dias de idade.

1.2. Efeitos da Administracao Subcutanea de o-Metilfe-
nilalanina nos Niveis Sericos e Cerebrais de Feni

lalanina, Tirosina e Triptofanio

Apds 20 horas da administracao subcut@nea de a-metilfe

nilalanina, hd elevagac nas concentractes séricas da fenilalani
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na e decréscimo de 40 2 nos niveis de tirosina em relacdo a ad-
ministracao de salina. Isto se deve a parcial inibigaoc da rea-
cdo de conversao de fenilalanina para tirosina. Os niveis de.
triptofanio no soro nao anresentam variacoes significativas em
relacao ao controle (Figura 7).

Aos 60 minutos, os niveis séricos de fenilalanina e ti
rosina atingem valores normais.

Ho cérebro, os niveis de fenilalanina nao diferem do
controle, ha decréscimos de 75% nos niveis de tirosina e eleva-
cao significativa nos niveis de triptofanio (Figura 8) (Tabela
I).

Aos 210 minutos, apenas os niveis de fenilalanina per-

manecem alterados.

1.3. Efeitos da Administracac Subcutanea de o-Metilfe-
nilalanina e Intraperitoneal de Fenilalanina 3,6
g% em Salina nos Niveis Sericos e Cerebrais de Fe

nilalanina, Tirosina e Triptofanio

ApOs a administracao intraveritoneal de fenilalanina,
ocorre elevacao sérica maxima nos niveis deste aminoacido em 30
minutos. A gqueda é acentuada até 120 minutos, voltando aos va-
lores normais, mais lentamente, aos 210 minutos.

As concentragOes séricas maximas de tirosina se apre-
sentam aos 60 minutos, ocorrendo gueda até valores normais aos
210 minutos.

Os niveis séricos e cerebrais de triptofinioc nado apre-~

sentam variagoes significativas com administracdo de fenilalani
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Niveis séricos de fenilalanina, tirosina e triptofa-
nio apds administragao intraperitoneal de solugao sa-
lina apenas ou com prévia administracao subcutanea de
a-metilfenilalanina (Média + erro padrao).

administracao_de solucao salina a 0,85 g% na dose de
2,5 m1.100 g“l de peso corporal com prévia administra
cao subcutanea de a-metilfenilalanina.

administracao de solucgao salina 0,85 g% na dose de 2,5
ml.100 g"l, de peso corporal.

o fenilalanina A tirosina Otriptofanio

* Cada ponto representa a média dos resultados com 3
a 9 animais. (Ver Apéndice).
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Niveis cerebrais de fenilalanina, tirosina e trlptofa
nio apos admlnlstragao intraperitoneal de solugao sa-
lina apenas, ou com prévia administracao de o-metilfe
nilalanina. (Média * erro padrao).

administracao de solucao salina 0,85 g% na dose de 2,5
ml.100 g“l de peso corporal com prévia administracao
subcutanea de og-metilfenilalanina.

administracao de solucao salina 0,85 g% na dose de 2,5
ml.100 g‘l de peso corporal.

o fenilalanina A tirosina ptriptofanio

* Cada ponto representa a média dos resultados com 3
a 9 animais. (Ver Apéndice).
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na em relacao & administrac¢ao de salina (Figuras 9 e 10).

Em comparacao ao grupo controle aos 60 minutos, ha au-
mento de aproximadamente 5 vezes nos niveis cerebrais de fenila
lanina e decré&scimo significativc nos niveis cerebrais de tiro-
sina (Figura 10). No soro, os niveis de fenilalanina aumentam
cerca de 49 vezes, com aumento significative nos niveis de tiro
sina. Os niveis séricos e cerebrais de fenilalanina atingidos
sao iguais aos encontrados no grupo fenilalanina 4 ¢%, enguanto
os niveis de tirosina sao significativamente mais baixos neste
experimento, no qual a enzima fenilalanina hidroxilase hepatica
foi parcialmente inibida (Tabela I).

Através das dosagens de fenilalanina, tirosina e trip-
tofanio no cérebro e soro de ratos com hiperfenilalaninemié ex—
perimental, com ou semn inibicéo parcial da fenilalanina hidroxi
lase hepatica, foi observado gue entre 60 e 90 minutos apds a
administracao das drogas occrrem as maiores alteracoes cerebrais
simultaneas daqueles aminodcidos. A partir destes dados, és es
tudos de comportamento foram realizados 60 minutos apds a admi-

nistracao de fenilalanina ou de salina.
2. Comportamento

2.1. Efeitos da Administracao Intraperitoneal de Feni-
latlanina 4 g% em Salina no Comportamento de Ratos
em Esquiva Ativa de 2 Vias Submetidos a Choque E-

letrico de 0,8 mA

No treino, os animais hiperfenilalanineémicos obtiveram
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Niveis séricos de fenilalanina, tirosina e triptofa-
nio (média * erro padrao) apds administragao intrape-
ritoneal de fenilalanina 3,6 g% em salina (com prévia
administracao subcutanea de a-metilfenilalanina) ou de
solucao salina. ‘

administracao de fenilalanina 3,6 g% em salina, na do
se de 90 mg.100 g“l de peso corporal.

administracgao de solucao salina 0,85 g% na dose de 2,5
ml.100 g~1 de peso corporal.

o fenilalanina A tirosina ptriptofanio

* Cada ponto representa a média dos resultados com 4
a 11 animais. (Ver Apéndice).
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Niveis cerebrais de fenilalanina, tirosina e tripto-
fanio (média + erro padrao) apds administragao intra
peritoneal de fenilalanina 3,6 g% em salina (com pre
via admlnlstragao subcutanea de a-metilfenilalanina)
ou de solugao salina.

administracao de fenilalanina 3,6 g% em salina,na do
se de 90 mg.100 g~ -1 ge peso corporal

ad%}nlstragao de solucao salina 0,85 g2 de 2,5 ml 100
“+ de peso corporal.

o fenilalanina A tirosina triptofanio

* Cada ponto representa a média dos resultados com 4
a 11 animais. (Ver Apéndice).



TABELA I. Niveis séricos e cerebrais de fenilalanina, tirosina e triptofanio nos varios gru-
pos experimentais, 60 minutos apds a administracao de salina, fenilalanina 4 g% ou

fenilalanina 3,6 g%.

CEREBRO

a,b ‘ SORO
TRATAMENTOS™ '~ AMINOACIDOS —
Salina Fenilalanina Salina Fenilalanina
(A) 4.9% (o (A) 4.9% (¢
PHE 2,19 +0,13(8) 15,58 £ 0,63(10) 1,29+ 0,05(8) 66,50 % 2,93(9)
Sem metilfe-
nilalanina TYR 2,15+ 0,14(8) 3,58+0,16(8)  2,04%0,14(8) 9,55 % 0,73(8)
TRP 0,78 £0,05(8) 0,59 +0,11(9) 2,50x0,14(7) 2,49 £ 0,19(8)
(B) 3,6 g3 (D) (B) 3,6 g3 (D)
PHE 3,27 +0,25(5) 14,48 +1,02(6) 2,61 +0,10(5) 61,51 3,02(5)
Com metilfe- L
nilalanina TYR 0,52=x0,10(5) 1,30 #0,30(6) 0,85+0,14(5) 5,84+ 1,32(5)
TRP 1,51 +0,39(5) 0,44 £ 0,14(6) 3,06 0,33(5) 2,23+20,06(6)
PHE C > A e B; D >A e B C > A e B; D >A e B
Teste de
DUNCANC TYR C > A; B: D: A >B e D; D>B B < C e D; A< CeD
TRP C < B; D« B D < B
a - Os grupos estac descritos em Material e Métodos. Entre paréntesis, o nimero de animais.

b - Os resultados estao expressos em mg% (média *+ erro padrao).

¢ - Teste de Duncan entre grupos: significante a nivel de 5%.

L9
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numero de cruzamentos comn campainha (CCC) e de cruzamento inter
prova (CIP) inferiores aos dos animais controles.

No teste, o grupo com administracao intraperitoneal de
fenilalanina pré-treino e salina pré-teste (FEN-SAL) e o grupo
controle (SAL-SAL) nao diferiram significativamente em relagao
ao numero de cruzamento com camnainha (CCC) cu interprova (CIP);
os gruwos que receberam administracao de fenilalanina pré~trei~
no e pré-teste (FEN-FEN) e salina pré-treino e fenilalanina pré
-teste (SAL-FEN) também tiveram desempenho similar tanto em cru
zanentos com campainha (CCC) quanto em cruzarentos interprova
(CIP). Portanto, o desempenho no teste nao parece ser influen-
ciado pelo tratamento antes do treino.

Também no teste, O grupo salina pré-treino e fenilala-
nina pré-teste (SAL-FEH) nao é estatisticamente diferente  dos
grupos fenilalanina pré-treino e salina pré-teste (FEN-SAL) e
fenilalanina pré-treino e pré-teste (FEN-FEN).

Todos 0s grupos evidenciaram memdria. Contudo, houve
cerrelacac entre o crescimento no nimero de respostas com cam-—
painha (CCC) e de cruzamentos interprova (CIP) (r = 0,4486: P <
0.01), no grupo ccntrole (Tabela IT). Com estes resultados,nac
é possivel excluir relacao de causa e efeito entre os dois com-
ponentes da tarefa, o cruzamento com campainha (CCC) e o cruza-
mento interprova (CIP). Deste modc, o menor desempenho no cru-
zamento com campainha (CCC) dos animais hiperfenilalaninémicos
pode ser causado por depressao de atividade motora e nao por in
fluéncia em alguma fase da cadeia de eventos que leva da aquisi
cdo 3 evocagdo da memoria.

A fim de ser isclada ume cestas variaveis inseparaveis



TABELA II. Desempenho em esquiva ativa de 2 vias de ratos tratados com administragao intra
peritoneal de 2,5 ml . 100¢~l de peso corporal de salina ou fenilalanina 4 g% enm

salina. Antes do treino e antes do teste.
TREINOP TESTEP A (TREINO-TESTE)P
TRATAMENTO®
Cccc CIp cCc CIip CCC CcIip
A - SAL-SAL 16,17 1,53 14,51 +1,58 29,40 +1,95 33,80 % 3,30 l3,23:tl,39d l9,28:t2,88d
{35) ‘
B ~SAL-FEN 14,20+1,61 13,47+1,27 20,74+2,37 21,06 *2,05 6,53 il,88e 7,59 i2,l8e
(34)
C - FEN-SAL 10,44 +1,19 9,44 0,97 23,26+1,83 29,38+3,22 12,82 _1,53d 19,94 i2,9ld
(34)
D - FEN-FEN 9,06 1,21 9,42 +0,81 16,71 +2,37 18,45 +1,51 7,65:tl,52d 9,03 il,72d
(31)
A + B 15,20 +£1,09 14,00 1,01 - - - -
C +D 9,68 £0,85 9,43 +0,63 - - - -
A+B x C+D P<«<0.001 P<0.001 A>B eD A>BebD A>BebD A>BebD
Eiﬁze AxB n.s n.s. £ C>D
CxD S n.s C>BebD C>BeD
a - Os grupos estao descritos em Material e Metodos, B (entre parentesis, o numero de ratos)
b - Os resultados estao expressos em média * erro padrao
c ~ Teste "t" para amostras independentes entre tratamentos
d - Teste "t" para amostras dependentes em cada tratamento: significante para p < 0,001
e — Teste "t" para amostras dependentes em cada tratamento: significante para p< 0,01
f - Teste DUNCAN, entre grupos: significante a nivel de 5%

69
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na esquiva ativa de 2 vias, pois & um teste que requer agilida-
de para a esqguiva ao choque elétrico, foram realizados experi-
mentos em esquiva inibitdria, teste comportamental também aver-
sivo, em que o desempenho ndo estd, necessariamente, ligado a a

tividade motora.

2.2. Efeitos da Administracao Intraperitoneal de Feni-
lalanina 4 g% em Salina no Comportamento de Ratos
em Esquiva Inibitoria Submetidos a Choque Eletri-

co de 0,3 mA

0s grupos controles e experimentais tém memdria signi-
ficativa e ndo diferem entre si. Portanto, em esquiva inibitdo-
ria, com choque elétrico de baixa intensidade (0,3 mA), o esta-
do de hiperfenilalaninemia nao parece interferir na memériébdos

animais (Tabela III).

2.3. Efeitos da Administracao Intraperitoneal de Feni-
lalanina 4 g% em Salina no Comportamento de Ratos
em Esquiva Inibitoria Submetidos a Choque Eletri-

co de 0,2 mA

Considerando que o choque elétrico de 0,3 mA produzia
uma resposta muito intensa no teste apds 24 horas, foram reali-
zados um grupo experimental (F.Ag.S) e um grupo controle (S.Ag.S)
de ratos submetidos a choque elétrico de 0,2 mA. De maneira si
milar ao que ocorreu com o choque elétrico de 0,3 mA nos grupos

A e C, os animais apresentaram memOria significativa, que ndo



TABELA III. Desempenho em esquiva inibitdria com choque elétrico de 0,3 mA de ratos tratados

com administragao intraperitoneal de 2,5 ml . 100 gl age peso corporal de solu-
cao salina 0,85 g% ou fenilalanina 4 g% em salina.

TRATAMENTO™ TREING®’ © A TESTE-TREINOS’ 9
A - S.Ag.S. (10) 3,26 = 0,62 58,59 (21,49/180,00)°
B - S.Ag.F. (1l1) 5,72 + 0,83 73,79 (16,71/102,34)e
C - F.Ag.S. (11) 3,67 + 0,59 15,78 ( 0,67/ 61,40)°
D - F.AG.F. (10) 3,00 + 0,41 7,24 ( 1,60/ 42,80)°
E - Ag.S.Ag (10) 4,98 £ 0,70 26,97 ( 0,23/112,05) %
F - Ag.F.Ag (12) 4,70 + 0,62 33,25 ( 6,90/ 87,80)°
a - Os grupos estao descritos em Material e Métodos (entre parentesis, o numero de ratos).
b - Os resultados estao expressos em média * erro padrao.
¢ — Teste DUNCAN entre os grupos: 1.8,
d - Os resultados estao expressos em mediana (intervalos interquartis)
e - Teste do sinal e teste de Wilcoxon para A teste-treino em cada tratamento: significante para p < 0.01.
f - Teste do sinal e teste de Wilcoxon para A teste-treino em cada tratamento: significante para p < 0.05.
g — Teste da mediana e teste de Mann-Whitney para A teste-treino entre tratamentos: mn.s.

TL
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diferiu entre os dois grupos (Tabela IV).

Ndo sendo possivel qualquer diferenciacdo no desempe-
nho dos animais experimentais e controles em esquiva inibitdria,
foi utilizado um teste nao aversivo, de campo aberto, visando de
terminar se a condic¢do de hiperfenilalaninemia interfere no a-
prendizado dos animais. Esﬁe teste possibilita também medida de

atividade notora.

2.4. Efeitos da Administragéo Intraperitoneal de Feni-
lalanina 4 g% em Salina, Antes do Treino e Antes
do Teste no Comportamento de Ratos em Campo Aber-

to

Os resultados mostram que os grupos controle e experi-
mentais obtiveram mesmo nUmero de cruzamentos e de "rearings"
no treino. Isto sudere que a atividade motora e o comportamen-
to exploratdrio dos animais ndo sdo afetados pela administrégéo
intraperitoneal de fenilalanina 4 g% em salina.

A diferenca treino-teste (A) em cruzamento e'rearings"
diferem entre os grupos. A administragdo intraperitoneal de fe
nilalanina pré-treino e pré-teste (FEN-FEN) e fenilalanina pré-
~treino e salina pré-teste (FEN-SAL) resulta em uma diferenga
entre treino e teste nao significativa, tanto em namero de Cru—
zamentos quanto em numero de "rearings" (Tabela V). Portaﬁto,
estes dois grupos experimentais nao evidenciaram memoria, suge-

rindo que a condigao de hiperfenilalaninemia durante o treino

ndo provoca alteragdo na atividade motora, mas pode influir em



TABELA IV. Desempenho em esguiva inibitoria com choque elétrica de 0,2 mA de ratos tratados
com administracao intraperitoneal de 2,5 ml . 100 g~1 de peso corporal de solu-

cao salina 0,85 g% ou fenilalanina 4 g% em salina.

a

TRATAMENTO TREINOb'C A TESTE—TREINOd’g

A - S.Ag.S. (17) 5,11 *+ 0,64 28,06 (10,59/102,71)°F
B - F.Ag.S. (20) 6,73 + 0,82 23,99 (-0,88/148,37)
a - Os grupos estao descritos em Material e Métodos (entre parentesis, o numero de ratos).

b Os resultados estao expressos em média * erro padrao.

c — Teste "t'" entre os grupos: n.s.

d Os resultados estao expressos em mediana (intervalos interquartis)

e Teste do sinal e teste de Wilcoxon para A teste-treino em cada tratamento: significante para p < 0.001.
£ Teste do sinal e teste de Wilcoxon para A teste-treino em cada tratamento: significante para p < 0.1.
g — Teste da mediana e teste de Mann-Whitney para A teste-treino entre tratamentos: n.s.

gL



TABELA V. Desempenho em campo aberto de ratos tratados com administracao intraperitoneal de

2,5ml. 100 g”1 de peso corporal de solucao salina 0,85 g% ou de solucado de feni-
lalanina 4 g% em salina antes do treinc e antes do teste.

TRATAMENTO®

CRUZAMENTOSP

REARINGSb

Treino

Teste

A(Treino-Tes

te)

A(Treino-Tes

Teste te)

A - SAL-SAL

I+

4+

1+

+

7,69 +1,98°

3,731:1,79d

|
},_.J
bt
~J
I+
[\
~
W
B

9,04 0,67

5,61 0,71 3,65 +0,70

7,79 £0,66 1,0520,43

8,16 0,91 0,34 +1,03
8,39 0,86 -0,46 £0,77
n.s A>Ce D

(23)

B - SAL-FEN
(19)

C -~ FEN~-SAL
(18)

D - FEN-FEN
(13)

Teste de

DUNCANE:

a

'b_

¢ - Teste "g"

d_.

e - Teste DUNCAN entre os grupos:

0 desempenho esta expresso em média,
para amostras dependentes:

Teste "t" para amostras dependentes:

- 0Os grupos estao descritos em Material e Métodos

erro padrao.
significante para p < 0,001
significante para p < 0,05

significante a nivel de 57

(entre parentesis, o numero de ratos)

VL
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alguma fase da cadeia de eventos que leva da aquisicao a evoca-
gao.

O grupo experimental salina pré-treino e fenilalanina
pré-teste (SAL-FEN) demonstrou nao diferir do grupo controle em
relagdo a diferenga treino-teste tanto em niimero de cruzamentos
guanto em nimero de "rearings", sendo que estes dois grupos evi‘
denciaram memoria. Portanto, hiperfenilalaninemia parece néo
influenciar na evocacao da tarefa mas afetar as fases de aquisi

¢ao e/ou consolidac¢ao da mesma.

2.5. Efeitos da Administragao Intraperitoneal de Feni-
Talanina 4 g% em Salina Apos o Treino no Comporta

mento de Ratos em Campo Aberto

A administracgao de fenilalanina 4 g% em salina intrape
ritonealmente apds o treino ndo possibilita a diferenciagao do
efeito sobre aquisicao ou consolidacao da tarefa; uma vez que
a consolidagdo da memOria em campo aberto parece prolongar-se
por poucos minutos apO0s o treino. Esta idéia & reforgada pelos
resultados obtidos com o traﬁamento poOs-treino, o0s quais mostram
gue ndo ha diferenca significativa no desempenho dos animais,
sendo que ambos os grupos, com tratamento poOs-treino e controles,

evidenciaram memoOria (Tabela VI).



TABELA VI. Desempenho em campo aberto de ratos tratados com administracao intraperitoneal

de 2,5ml.100 g-1
4 g% em salina apds o treino.

de peso corporal de solucgao salina 0,85 g% ou de fenilalanina

a CRUZAMENTOSb REARINGSb
TRATAMENTO ) A(Treino-Tes . A (Treino-Tes
Treino Teste = Treino Teste -
te) te)
d
A -Ag.S5.Ag 36,65+1,71 25,05+3,84 11,60 t3,30e 9,400,773 6,60+0,98 2,80 +1,07
(20)
B -Ag.F.Ag. 37,80 2,11 20,95=+3,11 16,85 i2,95d 10,70 +0,75 6,55+1,09 4,15 irO,9lC1
(20) ’
A x BS n.s n.s. n.s n.s. n.s. n.s.
a — Os grupos estao descritos em Material e Metodos (entre parentesis, o numero de ratos)
b - Os resultados estao expressos em media * erro padrao
c - Teste '"t" para amostras independentes entre tratamentos: n.s.
d - Teste 't'" para amostras dependentes em cada tratamento: significante para p < 0,001

e — Teste "t'" para amostras dependentes em cada tratamento:

significante para p < 0,005

9L
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2.6. Efeitos da Administracao Subcutanea de oa-Metilfe-
nilalanina 1,43 g% em Salina e Intraperitoneal de
Fenilalanina 3,6 g% em Salina Antes do Treino no

Comportamento de Ratos em Campo Aberto

A administracao aguda de fenilalanina 4 g% em salina in
traperitonealmente provoca aumento nos niveis séricos e cere-
brais de fenilalanina e também de tirosina, pois a enzima feni-
lalanina hidroxilase do figado do rato esta ativa. Por este au
mento de tirosina nao ser verificado no paciente fenilcetontri-
co, foi utilizado um agente quimico inibidor da fenilalanina hi
droxilase hepatica, a a-metilfenilalanina. Isto possibilitou me
lhor adequacgao do modelo animal & doenca humana. Entretanto, a
inibicao da fenilalanina hidroxilase nao é total (GREENGARD et
alii, 1976), o que permite alguma elevacao da tirosina quando ha
suplementacao com fenilalanina.

O estudo com a~metilfenilalanina fol realizado com so-
brecarga de fenilalanina apenas antes do treino, uma vez que as
experiéncias anteriores haviam indicado que a hiperfenilalaninemia ate
ta apenas a fase de aquisigao e/ou consolidacao na tarefa de campo aberto.

No treino, os grupos controle e experimentais apresen-
taram © mesmo nﬁmgro de cruzamentos e de "rearings". Isto suge
re que © uso de a-metilfenilalanina associada a fenilalanina 3,6
g% em salina ou apenas a salina nao interfere na atividade moto
ra nem no comportamento exploratdbrio dos animais.

A diferenga treino-teste tanto em nGmero de cruzamen-—
tos quanto em nimero de "rearings" foi significativa apenas no

grupc controle e, portanto, somente este grupo evidenciou memd-
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ria (Tabela VII).

ANDERSON & GUROFF (1972) verificaram gue ratos machos
“pregnat F 344"com hiperfenilalaninemia crdnica ou mesmo do gru-
po salina eram menos ativos do que as fémeas, em campo aberto.

Contudo, ndo foi encontrada diferencga significativa no
namero de cruzamentoS no tréino em campo aberto entre ratos Wig.
tar machos e fémeas, tanto nos grupos com administragdo intrape
ritoneal de solugao salina ou fenilalanina antes do treino. Is
to indica que nao ha diferenga na atividade motora em campo a-
berto entre ratos Wistar machos e fémeas, com 29 e 31 dias de i

dade.

2.7. Efeitos da Administracao Intraperitoneal de R-blo
queador (Propranolol) e de Fenilalanina 4 g% em
Salina Antes do Treino no Comportamento de Ratos

em Campo Aberto

As experiéncias anteriores eVidenciaram uma relagéé en
tre hiperfenilalaninemia e alteracgao na fase de aquisicgao e/ou
consolidac¢dao da tarefa de ratos submetidos ao teste de campo a-
berto. Como a fenilalanina e a tirosina sao precursores de neu-
rotransmissores adrenérgicos, foi usado o propranolol, um g-
-bloqueador dos‘receptores Bl e 82 adrenérgicos com a finalida-
de de verificar se os efeitos da hiperfenilalaninemia eram ou
nao mediados por aqueles neurotransmissores.

Os resultados mostram que o bloqueio dos B—receptdres
adrenérgicos ndo interfere com o efeito da hiperfenilalaninemia

na aguisigdo e/ou consolidagao da tarefa (Tabela VIII).



TABELA VIT.

Desempenho em campo aberto de ratos tratados com administracao subcutanea
via de 3,0 ml . 100 g~

pré-

de peso corporal de solucgao salina 0,85% ou de a-metil-

fenilalanina 1,43 g% e intraperitoneal de 2,5 ml . 100 g=1 ae peso corporal de
solucao salina 0,85 g% ou de solucao de fenilalanina 3,6 g% em salina antes do

treino.
7 b " ; - nb
a CRUZAMENTOS REARINGS
TRATAMENTO (Treino-Tes
Treino Teste A te) - Treino Teste A(Treino-Teste)

A - SAL-SAL 43,89+ 1,19 36,18 2,09 7,71 +£1,63¢ 10,25+0,46 7,21 +0,69 3,04 = 0,61c

(28)
B - o~-SAL 41,36+ 1,70 40,89 +2,37 0,47+ 2,06 9,39 +0,47 7,93 +0,61 1,46 = 0,72

(28)
C - C-FEN 41,32i 1,04 44,18 £1,67 -2,64+ 1,37 9,95+0,37 9,77 +0,56 0,18 = 0,72

(22)
Teste de
DUNCAND: n.s A<C > C n.s. Ac<C A>C
a — Os grupos estao descritos em Materiais e Métodos (entre parentesis, o numero de ratos).
b - Os resultados estao expressos em média *

@]
i

Q.
i

Teste "t" para amostras dependentes em

Teste DUNCAN entre os grupos:

erro padrao.

cada tratamento:

significante para p < 0.001.

significante a nivel de 5%.

6L



TABELA VIII. Desempenho em campo aberto de ratos tratados com administragao de salina 0,85
g% ou de propranolol associado_ a solugcao salina ou a fenilalanina 4 g% em sa-

lina na dose de 2.5 ml . 100 g~1

de peso corporal.

A CRUZAMENTOSP "REARINGS"D
TRATAMENTOS A{Treino- A(Treino-
Treino Teste Teste) Treino Teste Teste)

A - SAL-SAL 42,94 +7,11 33,87x12,82 8,56il2,80c 8,50+ 2,22 5,31 +2,75 3,19:t3,60d
(16)

B - B-SAL 45,40 £ 5,70 34,53+12,88 10,20:15,00° 10,20% 3,76 6,00 £3,58 4,20 :3,55%
(15)

C - B-Phe 40,431 9,03 44,94+x14,40 -4,53+13,48 9,00 2,50 10,47 2,67 =1,47 £ 3,00
(17) )

gﬁﬁiﬁe n.s. n.s C <A eB n.s. C>AebB C<hAedB

a - Os grupos estao descritos
b -

d

d_

o -

f - Teste DUNCAN entre 0s grupos:

em Materiais e Meétodos

Os resultados estao expressos em média * erro padrao.
- Teste "t" para amostras dependentes em cada tratamento:
Teste '"t" para amostras dependentes em cada tratamento:

Teste "t" para amostras dependentes em cada tratamento:

(entre parentesis,

significante para p
significante para p

significante para p

significante a nivel de 57%.

[¢]

numero de animais).

0,05.
0,005.
0,001

08



DISCUSSAQ

Para o estudo de fenilcetontria tem sidoxnjjizadaaprig
cipalmente, modelos experimentais de hiperfenilalaninemia crdni
ca, induzida em animais por varios métodos, com grande variabili
dade na idade em que comega e finda o tratamento. Os dados ob-
tidos através destes modelos tém contribuido apenas parcialmen-
te para o entendimento dos mecanismos patogénicos da doenca de-
vido ao mascaramento das alteracgles primarias pelas secundarias
subseqglientes.

Os modelos de hiperfenilalaninemia aguda permitem estu
dar as alteracgoes imediatas provocadas por elevados niveis séri
cos e cerebrais de fenilalanina.

Embora os mecanismos sejam obscuros, varios trabalhos
demonstram que o aumento de fenilalanina no cérebro durante o}
periodo vulnerdvel de desenvolvimento cerebral causa alteragoes
mor fo-funcionais (BICKEL et'alii, 1954; AGRAWAL & DAVISON, 1973
~ citado por TOURIAN & SIDBURY, 1983).

Persistem controvérsias a respeito de possiveis efei-
tos de elevadas concentragoes de fenilalanina sobre as fungoOes
cerebrais quando o desenvolvimento do cérebro estad quase comple
to. E desconhecido se hiperfenilalaninemia perturba as fun-

coes do Sistema Nervoso Central nessas condic¢des. Entretanto,
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KRAUSE et alii (1985) verificaram que elevadas concentragoes
plasmaticas de fenilalanina comprometem o desempenho de pacien-
tes fenilcetonlricos tratados, em testes neuropsicoldgicos de
alta funcao integrativa.

Assim, o estudo em animais adultos jovens pode contri-
buir acrescentando informagoes a respeito do efeito de hiperfe-
nilalaninemia sobre cérebro em fase final de desenvolvimento.

0 desenvolvimento das estruturas cerebrais durante o
crescimento dos animais & acompanhado pela evolugao no comporta
mento e capacidade para aprender e memorizar tarefas.

Ratos jovens de até 28 dias de idade nao apresentam o
sistema hipocampal completamente desenvolvido (IZQUIERDO et alii,
1975) sendo esta estrutura essencial aos processos de aprendiza
gem de tarefas; com idade inferior a 20-21 dias, o0s ratos apre
sentam imaturidade nos sistemas catecolaminérgicos (KELLER et
alii, 1973 - citado por SOUZA, 1980), gue parecem ser essen-
ciais, por exemplo, no fator associagéo entre campainha e ého—
que eletrico péra o aprendizado da resposta condicionada em es-
quiva ativa de 2 vias.

Aos 30 aias de idade a mielinizacao do Sistema Nervoso
Central & similar a do rato adulto (WIGGINS, 1982). Portanto,a
vulnerabilidade do cérebro de ratos com 30 dias pode ser compa-
ravel a de adultos quanto a este aspecto.

Através destas consideracoes, no presente trabalho‘a i
dade dos animais variou de 29 a 31 dias.

A administragéo aguda de fenilalanina, além de elevar
os niveis cerebrais de fenilalanina e tirosina (Figura 6), cau-

sa redugao no conteldo cerebral de treonina, valina, metionina,
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isoleucina, histidina e triptofanio (Mc KEAN et alii, 1968).
Tem sido proposto que a diminuigao destes aminoacidos
no cérebro seja causada por dois efeitos da hiperfenilalanine -
mia: inibicao da captacgao cerebral dos aminoacidos (GUROFF &
UDENFRIEND, 1962; LINDROOS & OJA, 1971; OLDENDORF, 1973) e fa
cilitagao do efluxo dos mesmos pelas células cerebrais (HUGHES‘

& JOHNSON, 1976).

O desequilibrioc de aminoacidos no cérebro tem sido re-
lacionado com ¢ comprometimento das capacidades mentais doé pa-
cientes fenilcetoniricos por causar deficiéncia dos percursores
de aminas biogénicas: tirosina, triptofanio e 5 hidroxitripto-
fanio (BUTIER et alii, 1981; KRAUSE et alii, 1985) e/ou por i-
nibir a sintese de proteinas cerebrais (AOKI & SIEGEL, 1970;
LINDROOS & OJA, 1971), principalmente as proteinas da mielina
(AGRAWAL et alii, 1970).

Entretanto, a inibicao de sintese protéica cerebral tem
sido demonstrada, principalmente, em animais jovens, sendo os a
dultos mais resistentes aos mecanismos de inibigao da sintese
de proteinas no cérebro (AOKI & SIEGEL, 1971; BERGER et alii,
1978, 1979 - citados por BERGER et alii, 1980).

Considerando gque neste trabalho o0s animais utilizados
sao adultos, provavelmente nao ha inibigao de sintese protéica
cerebral nos mesmos.

O modelo de hiperfenilalaninemia aguda provocada com
sobrecarga de fenilalanina causa elevagao deste aminoadcido no
soro e cérebro dos animais, reproduzindo a alteracdo no metabo-

lismo da fenilalanina observada em pacientes fenilcetonlricos

(TOURIAN & SIDBURY, 1983). Entretanto, a caracteristica auseén
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cia da atividade da enzima fenilalanina hidroxilase e as concen
tracoes séricas e cerebrais normais ou diminuidas de tirosina
nao sao reproduzidas. Ha elevagao nos niveis deste aminoacido,
pois no animais a enzima fenilalanina hidroxilase esta ativa.

A inibicao da enzima fenilalanina hidroxilase tem sido
induzida pelo uso de p-clorofenilalanina ou a—metilfenilalani—.
na.

H3a trabalhos que indicam ser a o-metilfenilalanina o
melhor supressor da atividade daquela enzima, naoc apresentando
efeitos colaterais como inibic¢ao da triptofanio hidroxilase
(GREENGARD et alii, 1976), nem toxicos, como alta mortalidade e
desenvolvimento de cataratas (LANE et alii, 1980}, observados
com o uso de p-clorofenilalanina (GREENGARD et alii, 1976; DEL
VALLE et alii, 1978; LANE et alii, 1980).

A administragao de o-metilfenilalanina nao altera os
niveis plasmaticos de tirosina (Tabela 1), nem de varios outros
aminoacidos, como treonina, glutamina, prolina, glicina, alani-
na, valina, isoleucina, leucina e acido glutamico (GREENGARD et
alii, 1976).

A influéncia da p-clorofenilalanina no ganho de peso
dos animais tem sido demonstrada por varios investigadores, en-
quanto os resultados com © uso da o-metilfenilalanina sobre o
crescimento dos animais sao controvertidos. Alguns investigado
res (GREENGARD et alii, 1976; DEL VALLE et alii, 1978; GREEN-
GARD et alii, 1979 - citado por GLICK & GREENGARD, 1980) nao en
contraram diferengas no desenvolvimento em relagao aos contro-
les, mas LUTTGES & GERREN (1979) verificaram que a utilizagéo

de o-metilfenilalanina com suplementacao de fenilalanina preco-



cemente em ratos leva a um menor ganho de peso durante o trata-
mento.

Foi demonstrado que a a-metilfenilalanina inibe apenas
parcialmente a atividade da enzima fenilalanina hidroxilase he-
patica, sem afetar a enzima renal (DEL VALLE et alii, 1978).

A inibicao pela a-metilfenilalanina, com ou sem suple-
mentacdo de fenilalanina, & um processo vagaroso e irreversivel.
A atividade enzimatica minima & atingida em 20 horas e, somente
apds um intervalo de 48 horas, requeridos para a ressintese da
enzima, a atividade da fenilalanina hidroxilase hepatica retor-
na ao normal (DEL VALLE et alii, 1978).

GREENGARD et alii (1976), trabalhando com ratos de 6
dias de idade encontraram inibicao de 75% na atividade da feni-
lalanina hidroxilase apds 20 horas de administracao do inibidor.
Entretanto, deve ser considerado que nesta idade o contetdo de
fenilalanina hidroxilase no figado & cerca de 60% do encontrado
em adultos e que em ratos com 30 dias de idade a atividade‘des—
ta enzima estd proxima dos niveis adultos (FREEDLAND et aiii,
1962). DEL VALLE et alii (1978) verificaram que a atividade da
fenilalanina hidroxilase em ratos de 22 dias de idade, 24 horas
apds a administracao subcutanea de o-metilfenilalanina, foi re-
duzida em aproximadamente 58%.

varios tipos de tarefas tém sido utilizadas na anilise
comportamental de animais hiperfenilalaninémicos.

No presente trabalho, em esquiva ativa de 2 vias, tan-
to os ratos do grupo controle quanto os do grupo hiperfenilala-
ninémico apresentaram diferenga significativa de desempenho no

teste em relag&o ao treino. Entretanto, o aumento da atividade
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motora no teste, da mesma ordem que a resposta associativa, nao
permite afirmar que houve aprendizado da tarefa. Assim, embora
a administracao de fenilalanina tenha ocasionado menor desempe-
nho dos ratos no treino e no teste, em relagao ao grupo contro-
le, a redugao concomitante da atividade motora poderia justifi-
car o menor desempenho. Os dados obtidos nao permitem assegu-
rar que altas concentragoes séricas e cerebrais de fenilalanina
afetam alguma fase da cadeia de eventos que leva da aquisicao a

evocagao e nao apenas por influenciar na atividade motora dos a

nimais.

A esquiva inibitdria nao fornece medida de aquisicao
(DAVIS & SQUIRE, 1984), mas sim medida de memOria, indicando al
teragao no processo de memorizacao quando o desempenho dos ani-
mais experimentais & inferior ao dos controles.

Os resultados obtidos em esquiva inibitdria demonstram
que a memdoria nao é afetada pela hiperfenilalaninemia, uma vez
que elevadas concentracgoes de fenilalanina durante o periodo do
treino, pds-treino ou no teste nao interferiram com o desempe-
nho dos animais nesta tarefa.

Os resultados em campo aberto, obtidos neste trabalho,
demonstram nao haver diferencas significativas entre grupos con
trole e hiperfenilalaninémicos no numero de cruzamentos e de
"rearings", no treino. Isto indica que hiperfenilalaninemia in
duzida com sobrecarga de fenilalanina, com ou sem o uso de a-me
tilfenilalanina, em ratos de 29 a 31 dias de idade, nao interfe
re na atividade motora e no comportamento exploratdorio dos ani-
mais (Tabelas VvV, VI, VII).

A administragao de fenilalanina pOs-treino ou pré-tes-
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te nao influencia o desempenho dos animais em campo aberto, os
quais evidenciaram memoria (diferencas entre treino e teste em
nimero de cruzamentos e de "rearings" significativas) (Tabelas_
v, VI).

Por outro lado, altas concentrag6es de fenilalanina no
momento do treino impedem diferencas significantes no nimero de
cruzamentos e de "rearings" entre treino e teste (Tabela V). Es
tes resultados fortemente sugerem a existéncia de uma relacao
entre hiperfenilalaninemia aguda e alteracao na fase de aquisi-
cao e/ou de consolidacac sem afetar a evocagao da memériaines—
ta tarefa.

Os dados de atividade motora de animais hiperfenilala-
ninémicos em caﬁpo aberto tem sido variados. SNODGRASS (1974)
encontrou decréscimo na atividade motora de ratos com adminis -
tracao aguda de fenilalanina. GIBSON et alii (1982) verifica-
ram que a atividade motora em camundongos nao e alterada pela
hiperfenilalaninemia. Suplementacao de fenilalanina na dieta
tem sido associada com aumento na atividade motora de camundon-
gos (THURMOND et alii, 1980), sem afeta-la em ratos (GREEN et
alii, 1962).

Os estudos em modelos cronicos, em sua maioria, provo-
cam hiperfenilalaninemia precocemente nos animais e apbs um in-
tervalo variavel de tempo, os testam em varias tarefas. Isto
porque varios estudos demonstraram que deficiéncias de aprendi-
zado evidentes durante o tratamento foram freqglientemente rever-
tidas quando o tratamento cessava (POLIDORA et alii, 1966; AI-
RAKISEN et‘alii,‘ 1975; SCHALOCK et alii, 1975).

Tem sido demonstrado que animais fenilcetonliricos apre
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sentam igual desempenho que os controles em esquiva ativa (AN-
DERSEN & GUROFF, 1972; ANDERSEN et alii, 1973 - citado por
STRUPP et alii, 1982; ANDERSEN et alii, 1974; SCHALOCK et alii,
1975; LUTTGES & GERREN, 1979) e muitas outras tarefas, princi-‘
palmente do tipo essencial (STRUPP et alii, 1982).

ANDERSEN & GUROFF (1972) e ANDERSEN et alii (1974) ve-—'
rificaram que ratos hiperfenilalaninémicos desempenham da mesma
maneira que os controles em esquiva ativa, mas com menor desem-
penho em esquiva inibitdria e hiperatividade em campo aberto.
FULTON et alii (1980) encontraram deficiéncia de aprendizadq em
esquiva ativa de seus animais "fenilcetonlricos", os quais .se a
presentavam hipoativos. LUTTGES & GERREN (1979) demonstraram
que hiperfenilalaninemia cronica induzida pelo uso de a-metilfe
nilalanina com suplementacao com fenilalanina somente em perio-
do pos-natal precoce, e nao apds, produz deficiéncia no desempe
nho em esquiva inibitdria. E também, no mesmo trabalho, oé‘ani
mais se apresentavam hiperativos em relacao ac grupo com hiper-
fenilalaninemia induzida mais tardiamente.

STRUPP et alii (1984) sugeriram que as alteragoes na a
tividade motora, mais do que qualquer influéncia direta da hi—
perfenilalaninemia sobre a capacidade dos animais em aprender e
memorizar, seja responsavel pelo desempenho nos testes de eéqui
va ativa e inibitdria, uma vez que a hiperatividade facilita o
desempenho em esquiva ativa e interfere no de esquiva inibité-
ria.

A alteragao secundaria a hiperfenilalaninemia aguda in
duzida sem o uso do inibidor é a elevacao dos niveis de tirosi-—

na. Ao contrario, em pacientes fenilcetonlricos, os niveis de



8Y

tirosina se encontram normais ou diminuidos, com concentragGes
subnormais de catecolaminas (Mc KEAN, 1972). Entretanto, ape-
sar da fenilalanina ser o aminoacido percursor de tirosina

e, portanto, sua administracao elevar os niveis séricos e cere-
brais de tirosina (Figura 6; Tabela I), os niveis de catecolami
nas sao encontrados decrescidos (GIBSON et alii, 1982) ou normais‘
(BRASS & GREENGARD, 1982) em animais hiperfenilalaninemicos.

Isto pode ser explicado, em parte, pelo efeito inibito
rio exercido pela fenilalanina sobre a enzima tirosina hidroxi-
lase (IKEDA et alii, 1967). Outro fator a ser considerado cor-
responde aos mecanismos de regulacao da sintese de catecolaminas.
Estudos em seres humanos mostram gue um aumento nas concentra-
¢Oes séricas e cerebrais de tirosina por ingestao deste amiﬁoé«
cido produz aumento de catecolaminas apenas transitdrio (RASMUS
SEN et alii, 1983). Em camundongos, a administracao de tirési~
na nao produz aumento significativo nos niveis de dopamina e no
radrenalina no cérebro destes animais (GIBSON et alii, l982>.

Embora a enzima tirosina hidroxilase nao seja saturada
com seu substrato (CARLSSON & LINDQVIST, 1978 - citado por WURZ
MAN et alii, 1980) nem significativamente inibida por seu produ
to final (WURTMAN et alii, 1980), o aumento de tirosina sérica
e cerebral aparentemente nao causa elevagao dos niveis de dopami-
na e noradrenalina (WURTMAN et alii, 1980; KANEYUKI et alii 1984).

A sintese e liberagao de catecolaminas também sao modu
ladas por mecanismos de "feedback" extracelulares envolvendo au-
to-receptores pré-sinapticos ou dendriticos e mudancas na Qelo—
cidade de ativacgao neuronal (FARNEBO & HAMBERGER, 1971; NOWY -

CHY & ROTH, 1978 - citados por WURTMAN, 1980).
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Neurdnios catecolaminérgicos cerebrais e periféricos
respondem ou nao a alteragoes na disponibilidade de tirosina de
pendendo do estado fisioldgico (WURTMAN, 1983). Quando os neu-
rénios estdo ativados, a enzima limitante da velocidade de sin-
tese de catecolaminas (WEINER, 1975; LEVITT et alii, 1965 - ci
tados por MASSERANO & WEINER, 1983), a tirosina hidroxilase,tog
na-se fosforilada, completamente saturada com o cofator e depen
dente do substrato, o aminoacido tirosina (LEVINE et alii, 1981;
SCALLY et alii, 1977 - citados por WURTMAN, 1983). Quando es-
tdo lentos,ela & desfosforilada perdendo a dependéncia de tiro—
sina (WURTMAN, 1983).

Tem sido demonstrado que situagdes estressantes estimu
lam os neurdnios catecolaminérgicos (GRAHAM-JONES, 1983; TURN-
BULL, 1983; REINSTEIN et alii, 1984) e ativam a enzima tirbsi~
na hidroxilase, gque se torna fosforilada (MASSERANO & WEINER,
1983; FLUHARTY et alii, 1985).

Em animais normais, o estresse provocado por chogue e-
létrico inescapavel, causa depressdo nos niveis de noradrenali-
na em algumas regides cerebrais como hipotalamo e tronco cere-
bral (incluindo locus ceruleus) (STONE, 1975; ANISMAN, 1978;
WEISS et alii, 1980; NAKAGAWA‘et alii, 1981; ROTH et alii,
1982 - citados por REINSTEIN et alii, 1984), decréscimo na ativi
dade motora, no comportamento exploratdorio e deficiéncia em res
posta de esquiva (ANISMAN et alii, 1980 - citados por REINSTEIN
et alii, 1984). Portanto, guando os animais recebem tratamento
prévio que ativa os neurdnios catecolaminérgicos, como o choque
elétrico, a administracao de tirosina, aumentando sua dispbnibi

lidade, permite maior sintese e liberacdo destes neurotransmis-
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sores, provavelmente pela ativacao da tirosina hidroxilase, pro
tegendo os animais das alteragles neuroquimicas e comportamen-
tais observadas em animais normais, quando intensamente estres-
sados (REINSTEIN et alii, 1984).

Desta forma, em esquiva ativa de 2 vias, por ser um
teste aversivo e estressante, 0s animais controles poderiam a-
presentar niveis decrescidos de noradrenalina e redugao da ati-
vidade motora em relagdo a animais nao submetidos a esta tarefa.
Durante o teste, 05 animais, por escaparem mais do choque;‘ me -
nos estressados, apresentam atividade motora mais intensa.

Por outro lado, os niveis cerebrais de tirosina em ra-
tos que receberam sobrecarga de fenilalanina estao elevados, e
possivelmente, os niveis de noradrenalina ndo decrescem.

A atividade motora dos animais hiperfenilalaninémicos
deveria, entao, ser maior do que a do grupo controle, o contra-
rio do que foli observado. |

A hidroxilagdo de tirosina & DOPA € acelerada pela ad-
ministragao de tirosina no cérebro de ratos que receberam dro—
gas que bloqueiam a conversao de DOPZA a catecolaminas. Esta res
posta ndao implica necessariamente que administracdo de tirosina
acelere a sintese de DOPA quando sua conversdo a catecolaminas
nao esta bloqueada (WURTMAN(et alii, 1980).

No presente trabalho, a administracao de propranolol,
uma droga blogueadora dos receptores B-adrenérgicos, nao modifi
cou os efeitos da hiperfenilalaninemia. Os resultados indicam
que © teste em campo aberto nao & dependente do ﬁﬂmionamemx;da—
queles receptores.

Portanto, uma vez que niveis aumentados ou decrescidos
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de tirosina, com ou sem bloqueio de receptores, resultam em de-
ficiéncia na aguisicao e/ou consolidagao da tarefa em campo a-
berto por ratos hiperfenilalaninémicos, os resultados sugerem
que as alteracdes nos niveis de tirosina nao influem no compro-
metimento observado nesta tarefa.

Muitos investigadores tém encontrado niveis decresci-
dos de serotonina no plasma de pacientes fenilcetonlricos (DAVI
SON & SANDLER, 1958; Mc KEAN et alii, 1967); (HUANG & HSIA,
1963 - citados por PIEL et alii, 1982; PARE et alii, 1975) e
no plasma e cérebro de animais hiperfenilalaninemicos (YUWILER
& LOUTTIT, 1961; Mc KEAN et alii, 1962; HSIA et alii, 1963;
WOOLLEY & van der HOEVEN, 1964; KOHSAKA & TSUKADA, 1979), sen-
do esta alteracao assumida como um dos fatores envolvidos no re
tardo mental de pessoas fenilcetonlricas (HSIA et alii, 1963;
WOOLLEY & van der HOEVEN, 1964).

Neste trabalho, a administragéo de fenilalanina,com ou
sem prévio tratamento com a-metilfenilalanina, nao causou ﬁm de
créscimo significante nos niveis de triptofanio em relagéov ao
grupo controle (Tabela I), sugerindo que os niveis cerebrais de
serotonina estao normais. Portanto, a deficiéncia observada na
tarefa em campo aberto nos animais hiperfenilalaninémicos pare-
ce ser independente de alteragoes nos niveis de serotonina.

WOOLLEY & van der HOEVEN (1964) sugerem que o defeito
mental encontrado em fenilcetonliGria experimental em camundonéos
esta relacionada com baixos niveis de serotonina na vida préco—
ce do animal. Eles observaram que o efeito sobre o aprendizado
em labirinto-T pode ser evitado quando estes animais recebem ad

ministragao de 5-hidroxitriptofanio ou melatonina. Estes auto-
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res sugerem que a deficiéncia mental caracteristica da fenilce-
tonGria humana deve resultar de deplegdao nos niveis de serotoni
na cerebral durante periodo da inféncia. Mc KEAN et alii (1967)
também observaram desempenho prejudicado em tarefas,bem como ni
veis decrescidos de serotonina em animais hiperfenilalaninémi-
cos.

Foi demonstrado que excesso de fenilalanina na dieta
causa queda na concentracao de Serotonina cerebral em ratos (BOGGS
et alii, 1963), camundongos (WOOLLEY & van der HOEVEN, 1963) e
cobaias (HSIA et alii, 1963). LANE et alii (1980) demonstraram
que hiperfenilalaninemia crdénica leva a um decréscimo nos ni-
veis cerebrais de serotonina em ratos com 30 dias de idade.

PARE et alii (1957) foram os primeiros a sugerir que a
deficiéncia de producao de serotonina deve assumir alguma fun-
¢do na patogénese do defeito mental em fenilcetoniria.

0 mecanismo para o decréscimo de serotonina no céfebro
tem sido estudado por varios investigadores. Acredita-se que o
decréscimo nas concentra¢des de triptofdnio (FERNSTROM & WURTMAN,
1971; SMITH et alii, 1977 - citados por LANE et alii, 1980) e
na atividade da triptofdnio hidroxilase no cérebro cause a de-
plecdo de serotonina naquele orgao (YUWILER et alii, 1965); (KOE
SAKA et alii, 1975 - citado por KOHSAKA & TSUKADA, 1979). V-
rios efeitos da hiperfenilalaninemia sobre o metabolismo da se-
rotonina sado sugeridos: inibigao do transporte de triptofdnio
ou de 5-hidroxitriptofdnio (Mc KEAN et alii, 1962; PIEL et alii,
1982) através da barreira cérebro-sangue ou das membranas das
células cerebrais, diminuindo a disponibilidade deste aminoaci-

do para a hidroxilagdo; inibigcdo da enzima triptofanio hidroxi
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lase (GRAHAME~SMITH & MOLONEY, 1965 - citado por KRAUSE et alii,
1985); inibicao da 5-hidroxitriptofdnio descarboxilase por fe-
nilacetato, um metabdolito da fenilalanina (DAVISON & SANDLER,
1958). Alem disso, altas concentragoes de fenilalanina inibem
a recaptacdo de 5-hidroxitriptofanio pelas células  endotelias
do plexo coroide e aumentam seu efluxo destas células, levando
a um aclmulo de 5-hidroxitriptofdnio no liquido céfalo-raquidia
no (PIEL et alii, 1982).

Por outro lado, PERRY et alii (1965) verificaram gue
baixas concentracdes cerebrais de serotonina em ratos jovens com
hiperfenilalaninemia no periodo neonatal (apenas até 8 dias de
idade) nao foram seguidos por comprometimento na capacidade de
aprendizagem.

KOHSAKA & TSUKADA (1979) também sugerem gue nao ha cor
relacdo entre o decréscimo de serotonina cerebral e o comprome-
timento na capacidade de aprender, uma vez gue 0OS animais com
hipérfenilalaninemia crénica induzida ap0s o desmame e testados
em discriminacdao operante de luminosidade algum tempo apos o
término do tratamento, apresentaram niveis normais de seroténi«
na e dificuldade em aprender a tarefa.

LOO et alii (1980) sugerem que altera¢des nos niveis
de serotonina aparentemente nao levam a um comprometimento no
comportamento de animais hiperfenilalaninémicos, Similarmeﬁte,
os niveis decrescidos de catecolaminas encontrados em pacientes
fenilcetonlricos (Mc KEAN, 1972) ndo sdo apontados por LOO et
alii (1980) como responsaveis pelo retardo mental em fenilceto
niria, uma vez que a captagao de catecolaminas em preparacgdes

sinaptosomais de cérebro de animais foi igual para o grupo de



ratos com comportamento normal ou comprometido.

Através de todas as consideragoes a respeito dos niveis
de catecolaminas e serotonina no cérebro dos animais hiperfeni-
lalaninémicos, pode-se concluir que a deficiéncia na aquisicgao
e/ou consolidacao da tarefa em campo aberto provavelmente decor
re da hiperfenilalaninemia aguda e nao de alteragoes secunda-
rias nos neurotransmissores.

Em campo aberto, 21 horas apds a administragao subcuta
nea de a-metilfenilalanina, os animais efetuaram nimero de cru-
zamentos e de "rearings" iguais aos do controle, demonstrandq nao
haver interferéncia da droga na atividade motora nem no comporﬁameg
to exploratbrio dos animais. Entretanto a diferencga no namero de
cruzamentos e de "rearings" entre o treino e o teste nao foi sig
nificativa, sugerindo que a a-metilfenilalanina afeta os préces~
sos de aprendizado e memdria. Foi observado que apds 10-14 horas
da administracao oral de a-metilfenilalanina, as respostas de es
guiva de caes e macacos "esquilo" se encontram diminuidas (TOR-
CHIANA et alii, 1970). A administracao aguda de oc-metilfenilala-
nina e fenilalanina imediatamente pré-teste nao interferiuxk;dg
sempenho de ratos adultos em labirinto Y de discriminagao com a
limentos para a medida de aquisicao e retengao (LANE et alii, 1980).

A administracao somente de a-metilfenilalanina causa
decréscimo significante nos niveis cerebrais de tirosina e ele-
vacao nas concentragoes de triptofanio no momento do treino em
campo aberto (Tabela I).

TORCHIANA et alii (1970) encontraram deplecao de cate-
colaminas periféricas em camundongos apds administracao aguda

de a-metilfenilalanina. Entretanto, nao foi detectada altera-
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¢do nos niveis cerebrais de dopamina e noradrenalina apds 16 ho
ras da administracdo do andlogo da fenilalanina.

0 metaraminol & um metabdlito de a-metilfenilalanina e
foi identificado em cérebro, supra-renal e coracgdo de camundon-
gos, ratos e caes (TORCHIANA et alii, 1970). O tempo relativa-
mente longo em que ha deplegdo nos niveis de catecolaminas cerg‘
brais, até 16 horas apds o uso de a-metilfenilalanina, pode ser
melhor atribuido ao seu metabdlito metaraminol, o qual & um po-
tente depressor de noradrenalina (GESSA et alii, 1962; SHORE et
alii, 1964 - citados por TORCHIANA et alii, 1970), do gque a ra-
pida e reversivel inibicdo da enzima tirosina hidroxilase. Ja,
a deplecao nos niveis de catecolaminas, observada apenas em ra-
tos muito jovens, & restaurada em poucas horas (BRASS & GREEN-
GARD, 1982). |

A administracao aguda de a-metilfenilalanina ndo causa
alteracao nos niveis cerebrais de serotonina em ratos jovens
(GREENGARD et alii, 1976). E, como foi mencionado, manipulégéo
nos niveis dos precursores ndo necessariamente se traduz em al-
teragoes nos niveis dos neurotransmissores. Por isto, 0s aumen
tados niveis de triptofdnio no cérebro dos animais que recebe-
ram somente g-metilfenilalanina n&o necessariamente indicam que
os niveis de serotonina estéo aumentados.

A excregao urinaria de a-metilfenilalanina em cdes foi
medida apds administracdo oral de 30 mg . 100 g“l de peso corpo-
ral. Cerca de 60 -70% do aminoacido administrado foi excretado
em 24 horas, sendo uma pequena quantidade (0,01 -0.10 %) excre-
tado como g-metil, m-tirosina (TORCHIANA et alii, 1970).

DEL VALLE et alii (1978) verificaram que a fenilalani-
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na hidroxilase de figado de rato, em condi¢Oes Otimas, e na pre
senca de a-metilfenilalanina, n@o hidroxila guantidades signifi
cativas desta anadlogo de seu substrato natural.

Ratos que recebem g-metilfenilalanina sem suplementa-
cdo de fenilalanina, em experimento crdnico ou agudo nao devem
ser considerados como controles para os gque recebem O inibidor'
da fenilalanina hidroxilase hepatica e sobrecarga de fenilalapi
na, os quais mimetizam muitas das alteragdes bioguimicas obser-
vadas em pacientes fenilcetonlricos. Aquele grupo deve ser ana
lisado com outro grupo experimental, no qual & possivel verifi-
car alguns efeitos da droga ou de seus metabdlitos sobre niveis
cerebrais de aminoadcidos, de neurotransmissores ou outros compo
nentes cerebrals gque possam interferir no desempenho dos ani-
mais, além de se constituirem num modelo parcial de fenilcetong
ria leve,

Hiperfenilalanina crdnica induzida em ratos desde o 39
dia de vida com administracdo diaria de fenilalanina e o-metil-
fenilalanina ou p-clorofenilalanina até 30 dias de idade provo-
ca aumento na atividade cerebral de fosfoserina fosfatase (DEL
VALLE et alii, 1978).

Esta enzima cataliza a desfosforilagdo da serina fosfo
rilada, aumentando o "pool" de serina livre e a via metabdlica
de sintese do neurotransmissor glicina (FALLON et alii, 1966).

Portanto, o aumento da atividade da fosfoserina-fosfa-
tase cerebral em ratos com hiperfenilalaninemia crdnica induzi-
da com g-metilfenilalanina ou p-clorofenilalanina pode ser uma
alteragao no metabolismo da serina e isto estar relacionado com

as alteracgoes no comportamento de ratos hiperfenilalaninémicos.
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outro fator a ser considerado & a grande produgao de
metabdlitos da fenilalanina: fenilpiruvato, fenilactato, feni
lacetato, feniletilamina e o-hidroxifenilacetato por pacientes
fenilcetoniricos (JERVIS, 1950; JERVIS, 1952; ARMSTRONG & LOW/
1957) e por animais com hiperfenilalaninemia.

MENKES (1967) sugeriu que os efeitos irreversiveis da'
fenilcetoniiria pudessem ser causados por acdo neurotoxica dirg—
ta destes metabdlitos durante o periodo vulneravel de desenvol-
vimento cerebral,

Varios trabalhos demonstram que altas concentragodes de
metabolitos da fenilalanina decrescem os niveis de neurotrans-
missores e estdo associados com alteracgoes funcionais e estrutu
rais do Sistema Nervoso Central (FELLMAN, 1956; DAVISON & SAN-
DLER, 1958; SILBERBERG, 1967; SHAH et alii, 1969; WEBER, 1969);
(HANSON, 1958; LASALA & CONSCIA, 1979 - citados por SANDLER,
1982).

Neste estudo ndo foram determinados os niveis de meta-
bdolitos da fenilalanina. Dados anteriores da literatura mos-
tram que, 1 hora apds a administracao de fenilalanina, com ou
sem inibidor da fenilalanina hidroxilase, ha elevagdo nos ‘ni—
veis plasmaticos de fenilalanina os quais atingem valores simi-
lares aos encontrados neste trabalho; também hd aumento nas con
centragoes cerebrais de alguns metabdlitos, principalmente, de
fenilactato. Portanto, & bastante provavel que as concentra-
gSes cerebrais, pelo menos de fenilactato, estejam elevadas nos
animais hiperfenilalanin€émicos utilizados no presente trabalho.
Sendo assim, existe a possibilidade de que o efeito compor tamen

tal mais marcante encontrado, ou seja, comprometimento na aqui-
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sicao e/ou consolidacao da tarefa em campo aberto por ratos hi-

perfenilalaninémicos seja causado por agao neurotdoxica deste me

tabolito.



CONCLUSOES

1 - Hiperfenilalaninemia aguda produzida em ratos jo-
vens com 29 - 31 dias de idade, com desenvolvimento do SiStema
Nervoso Central similar ao de adultos, nao afeta a atividade mo
tora nem o comportamento exploratdrio dos animais, mas afeta a
aquisicao e/ou consolidagao da memdéria, sem interferir na evoca
cao da mesma na tarefa do campo aberto. Estes efeitos indepen-
dem da presenca do inibidor da fenilalanina hidroxilase hepati-
ca, a a-metilfenilalanina.

2 - A alteragao comportamental observada nao parece es
tar relacionada com niveis anormais de triptofanio ou de tirosi
na.

3 - Administracgao aguda de a-metilfenilalanina prévoca
comprometimento no desempenho de ratos em campo aberto.

4 - A hiperfenilalaninemia nao interfere no comporta-
mento de ratos em esquiva inibitodria.

5 - 0 teste em esquiva ativa nao se mostrou apropriado

para o estudo comportamental em ratos com 29 - 31 dias de idade.
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APENDICE

1) Resultados das dosagens de fenilalanina, tirosina e triptofa
nio em soro e cérebro de ratos que receberam administracgao
intraperitoneal de solugao salina 0,85 g% em volume de 2,5

ml . 100 g"l de peso corporal, em varios tempos apbOs sua ad-

ministracao.
Soro Cérebro
a) Fenilalanina (mg. 100 ml ) (mg.100 g77)
Tempo O 1,55 % 0,23 (11) 2,41 + 0,16 ( 9)
(min.)
30 1,37 £ 0,08 ( 8) 2,10 £+ 0,07 ( 8)
60 1,29 + 0,05 ( 8) 2,19 + 0,13 ( 8)
90. 1,36 + 0,11 ( 8) 1,97 + 0,12 ( 8)
120 1,29 £ 0,05 ( 8) 2,14 + 0,11 ( 8)
210 1,31 £ 0,11 ( 9) 1,15 £ 0,05 ( 9)
b) Tirosina
Tempo O 1,74 = 0,11 (11) 1,50 £ 0,13 (12)
(min.)
30 2,24 + 0,10 ( 8) 2,18 + 0,24 ( 8)
60 2,04 £ 0,14 ( 8) 2,15 =+ 0,14 ( 3)
90 1,86 £ 0,11 ( 8) 1,67 = 0,09 ( 8)
120 1,61 £ 0,07 ( 8) 1,33 £ 0,11 ( 8)
210 1,16 £ 0,07 ( 9) 0,71 £ 0,03 ( 9)
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Soro 1 Cérebro
¢) Triptofanio (mg,100 ml™™) (mg.100 g7+)
Tempo 0 3,17 + 0,13 ( 8) 1,07 + 0,11 ( 8)
(min.)
30 2,19 + 0,22 ( 7) 0,82 + 0,02 ( 8
60 2,50 + 0,14 ( 7) 0,78 + 0,05 ( 8)
90 2,06 + 0,23 ( 6) 0,77 + 0,05 ( 8)
120 2,29 + 0,23 ( 8) 0,98 + 0,07 ( 8)
210 3,26 + 0,09 ( 7) 0,91 + 0,07 ( 8)

Os resultados estao expressos em média * erro padrao

(entre paréentesis, o numero de ratos).

2) Resultados das dosagens de fenilalanina, tirosina e triptofé

nio em soro e cérebro de ratos que receberam administracao
intraperitoneal de fenilalanina 4 g% em salina em volume de 2,5
ml . 100 g %

de peso corporal, em varios tempos apds a adminis-

tragao do aminoacido:

soro Cérebrgl
a) Fenilalanina (mg.100 ml ™) (mg.100 g )
Tempo O 1,55 + 0,23 (11) 2,41 + 0,16 ( 9)
{(min.)
15 78,14 =+ 5,73 ( 6) 7,31 + 0,39 ( 6)
30 77,35 + 3,36 ( 9) 12,55 + 0,70 (10)
60 66,55 = 2,93 ( 9) 15,68 = 0,63 (10)
90 42,14 = 2,96 (10) 15,04 = 0,83 (12)
120 14,62 = 2,79 (21) 8,24 + 1,18 (21)
210 1,55 £ 0,13 ( 7) 2,64 = 0,36 ( 6)
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soro Cérebrczl
b) Tirosina (mg.100 ml ) (mg.100 g~-)
Tempo 0 1,74 + 0,11 (11) 1,50 + 0,13 (12)
(min.)
' 15 6,94 + 0,40 ( 5) 1,89 + 0,18 ( 7)
30 7,83 £+ 0,52 (11) 1,93 + 0,58 (11)
60 9,55 * 0,73 ( 8) 3,58 + 0,16 ( 8)
90 9,46 = 0,47 (12) 4,60 + 0,34 ( 9)
120 8,28 + 0,42 (18) 5,24 + 0,43 (13)
150 3,58 £ 0,09 ( 7) 6,18 + 0,52 ( 5)
210 2,72 £ 0,68 ( 7) 2,33 £ 0,33 ( 4)
¢) Triptofanio
Tempo O 3,17 £ 0,13 ( 8) 1,07 + 0,11 ( 8)
(min.)
15 2,21 £ 0,44 ( 5) 0,75 + 0,18 ( 5)
30 2,49 = 0,20 (11) 0,75 £ 0,11 ( 9)
60 2,49 =+ 0,19 ( 8) 0,59 + 0,11 ( 9)
90 2,65 £+ 0,13 (13) 0,73 + 0,07 (11)
120 2,89 + 0,11 (19) 0,90 = 0,06 (19)
150 2,73 £ 0,38 ( 5) 1,00 = 0,20 ( 4)
210 2,99 = 0,37 ( 4) 0,93 x 0,12 ( 5)

Os resultados estao expressos em média * erro padrao

(entre parentesis, o nUmero de ratos).

3) Resultados das dosagens de fenilalanina, tirosina e triptofé
nio em soro e cérebro de ratos com prévia administragao sub-
cutanea de o-metilfenilalanina 1,43 g% em salina e adminis-
tragao intraperitoneal de soluc¢ao salina 0,85 g% em  volume

de 2,5 ml . 100 9 de peso corporal, em varios tempos apds a
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administracao da salina:

Soro 1 Cérebro
a) Fenilalanina (mg.100 ml™+) (mg.100 g~1)
Tempo 0O 3,37 £ 0,33 ( 6) 4,68 + 0,40 ( 5) -
(min.) ;
30 2,40 + 0,22 ( 5) 3,34 + 0,36 { 5)
60 2,61 + 0,10 ( 5) 3,27 £ 0,25 ( 5):
90 2,66 = 0,31 ( 6) 4,09 +* 0,36 ( 3)
120 2,71 + 0,31 ( 5) 3,57 + 0,41 ( 5)
210 2,37 + 0,80 ( 3) 3,70 * 0,43 ( 4)
b) Tirosina
Tempo 0 0,81 = 0,18 ( 6) 0,56 = 0,16 ( 6)
(min.)
30 0,76 £ 0,11 ( 5) 0,52 £ 0,15 ( 5)
60 0,85 £ 0,14 ( 5) 0,52 * 0,10 ( 5)
90 0,64 + 0,18 ( 6) 0,59 + 0,14 ( 5)
120 0,54 £ 0,27 ( 5) 0,51 £ 0,17 (5)
210 0,47 + 0,08 ( 4) 0,49 + 0,08 ( 4)
c) Triptofanio
Tempo O 3,10 = 0,15 ( 6) 1,02 £ 0,19 ( 6)
(min.)
30 2,64 £ 0,34 ( 5) 1,08 £ 0,15 ( 5)
60 3,06 £ 0,33 ( 5) 1,51 £ 0,39 ( 5)
90 2,13 £ 0,33 ( 6) 1,91 = 0,42 ( 4)
120 2,60 = 0,30 ( 5) 0,84 = 0,14 ( 4)
210 2,20 * 0,45 ( 4) 1,02 * 0,17 ( 4)

Os resultados estao expressos em média * erro padrao

(entre paréntesis, o nimero de ratos).

4) Resultados das dosagens de fenilalanina, tirosina e triptofa
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nio em soro e cérebro de ratos com prévia administracao sub-
cutanea de o-metilfenilalanina 1,43 g% em salina e adminis-
tracao intraperitoneal de fenilalanina 3,6 g% em salina, em
volume de 2,5 ml . 100 g*l de peso corporal em varios tempos

apos a administracao do aminoacido.

soro _; Cérebro
a) Fenilalanina (mg.100 ml ™) (mg.100 g™ ™)
Tempo 0 3,37 £ 0,38 ( 6) 4,68 + 0,40 ( 5)
(min.)
30 68,63 + 2,71 ( 5) 12,86 + 0,73 ( 6)
60 61,51 + 3,02 ( 5) 14,48 + 1,02 ( 6)
90 34,45 + 7,32 ( 5) 13,95 = 0,73 ( 6)
120 21,41 * 4,406 ( 7) 13,33 £ 0,85 ( 7)
210 3,00 £ 0,34 ( 4) 6,44 = 0,32 ( 4)
b) Tirosina
Tempo O 0,81 £ 0,18 ( 6) 0,56 £ 0,16 ( 6)
(min.)
30 3,77 £ 0,58 ( 5) 0,77 = 0,15 ( 5)
60 5,84 £ 1,32 ( 5) 1,30 £ 0,30 ( 6)
90 5,17 £ 0,93 ( 6) 1,80 * 0,60 ( 6)
120 4,00 £ 0,51 ( 7) 2,42 £ 0,50 ( 7)
210 1,30 =+ 0,74 ( 4) 1,67 £ 0,64 ( 4)
c¢) Triptofanio
Tempo O 3,10 £ 0,15 ( 6) 1,02 £ 0,19 ( 6)
(min.)
30 2,43 * 0,10 ( 6) 0,53 £ 0,28 ( 6)
60 2,23 £ 0,06 ( 6) 0,44 = 0,13 ( 6)
90 2,13 * 0,10 ( 6) 0,57 £ 0,34 ( 6)
120 2,94 * 0,10 ( 7) 0,78 * 0,11 ( 7)
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Soro 1 Cérebro
c) Triptoféanio (mg.100 m1™) (ng.100 g~1)
Tempo 210 3,20 = 0,06 ( 4) 0,69 =+ 0,37 ( 4)

(min.)

O resultados estao expressos em média + erro padrao

(entre paréntesis, o nimero de ratos).



