
lJniversida.de Federal do Rio Grande do Sul 

Instituto de Biociências 

Departamento de Bioquímica 

ESTlJDO DO SISTEl\IA BETA-ENDORJfÍNICO EM UM 

MODELO ANil\Lt\L DE FENILCETONÚRIA 

ANE ROSE BOLNER 

Orientador 

PROF .. DR .. CLÓ\lJS MILTON DlJVAL WANNI\IACHER 

Dissertação apresetttada ao L'un.'o tle Pós=Graduaçllo en1- Clêttcltls 

Btológicas - Bioquinlica do lltstiiuto de Biociêtidas dtl UiiÍi-'ersidade 

Federal do Rio Grande do Sul, para obtenção do grau de Mestre enl 

Bioquimica. 

Porto Alegre 

1993 



Dedico este trabalho a meu esposo 
Daniel, pela preciosa contribuição 
intelectual; a meus pais1 imu1os e 
/-.:. "Hi1i.r~"31'net nÍ .?'?tn.rr:in a.:'h'"?t.,. '!nn'Z-"l'?l'f:' .J~i!ãi-.it.-fl '5-'r~~ji p"irll-0 ~-ff:"'~~~\ . ..- !Jr'I..:IH...;< 1..,"1..,.,.$ '!..-5-f~"' 
• .. , . . 1 ' . ;I dztJceis: em esvecuJ . as quenaas 

'tf r !i, ,. ..::.. 

monitoras e arnigas AlickJ Fact:/a 
e Juliana Engelmann1 sem as quais 
não seria possível a conclusão 
deste trabalho. 



AGRADECJ1f,IE1VTOS 

Agradeço a meu esposo1 pais, irmãos e familiares por seu apoio nas horas 

d~ficeis; ao Orientador Prof Dr. Clóvis Afilton Duval rVannmacher e s:ua esposa 

Dra. fVannmacher, pela atenção e amizade; aos colegas, profossores 

e funcionários do Departarnen.to de Bioquímica do Instituto 

Universidade Federal do Grande do Sul, seu prestirnoso auxilio e 

colabora~ão· e ao CNPQ ~ ' FINEP e FAPERGS pelo suporte 



..::4. voz intelecto é suave, mas não descansa até encontrar um ouvinte . 
Sigmtmd 



ABREVLI\TURAS 

- hormônio adrenocorticotrópico 
ADP- adenosina 5'-difosfato 
ALA - alanina 
Al\IP - adeuosina 5'-monofosfa.to 
.Al\1Pc- a.denos:ina 3', 5'- monofosfato cíclico 

- adenosina 5 '-trifbsfato 
í3E - beta-endmfma 
ií3E- imunorreatividade tipo beta-endorfma 
Bfl4 - tetraidrobiopterina 
BHE ,~ barreira hemato-encefálica 
cols. - colaboradores 
ClPhe - paraclorofenilalanina 
DP - desvio-padrão 
DNA - ácido desoxirribonucleico 
ECT - eletrooonvulsoterapia 
EIM - erros inatos do metabolismo 
IP - :intraperitoneal 
IV - intravenoso 
LCR - líquido cefalorraquidiano 
LDH - desidrogenase lática 
mePhe - alfa-metilfenilalan:ina 
NAD - nicotinamida adeuina dinucleotídeo (forma oxidada) 
N.ADH- nicotinamida adenina dinucleotideo (forma reduzida) 
NADP- nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (fomm oxidada) 
N.ADPH - nicotinamida aden:ina dinucleotideo fosfato (forma reduzida) 
P A - fenilacetato 
P AH - fenilalanina hidroxilase 
Phe - fenilalanina 
PKU - fenilcetonúria 
RIA- radio:inumoensaio 
SAL - solução salina 
SNA - sistema nervoso autônomo 
SNC - sistema nervoso central 
TRP - triptofano 
TYR - tirosina 



RESUMO 

A fenilcetonúria (PKU) é um erro inato do metabolismo devido à diminuição 

da atividade da fenilalanina hidroxilase no figado, levando ao acúmulo de 

fenilalanina e seus metabólitos no sangue, liquor e tecidos. Em seres humanos é 

caracterizada, entre outros sintomas, por retardo mental. 

Neste trabalho, são estudadas as alterações no sistema beta-endorlinico de 

ratos submetidos à fenicetonúria experimental, através de testes comportamentais e 

da determinação de imunorreatividade tipo beta-endor.fma em hipotálamo, com e 

sem exposição à novidade. 

Conclui-se que o modelo experimental·oo PKU em ratos apresenta déficit de 

aprendizado/memória, aferido através do número de respostas de orientação na 

habitu.ação em campo aberto. Não há diferença na atividade motora entre os grupos. 

Nestes animais, o déficit de aprendizado/memória foi acompanhado de uma 

ausência de resposta à novidade, aferida pela redução dos níveis de 

imunorreatividade tipo beta-endor.fma no hipotálamo, a qual foi observada nos 

controles. 

Além disso, não se verificou a redução esperada no número de respostas de 

orientação, do treino para o teste. Esta situação foi revertida nos ratos do grupo 

experimental de PKU que receberam beta-endo:rf"ma murina imediatamente após o 

treino. 

Os resultados sugerem que o modelo experimental de PKU pode prod·uzir 

alterações no sistema beta-endor.fmico, as quais ocorrem em paralelo com o déficit 
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1.4. OPIÓIDES ENDÓGENOS E SUA 
RELAÇÃO COM O APRENDIZADO E 
MEI\'IÓRIA 

1 .. 4 .. 1 .. Opióides endógenos em seres humanos; aplicação 

clínica 

A expressão "opióides endógenos" é utilizada para referir-se a um 

grupo de peptídeos do sistema nervoso central, com propriedades 

biológicas semelhantes às dos opióides de ocorrência na natureza. As 

endo:rfinas são assim denominadas por corresponderem funcionalmente 

a uma morfina endógena (Adler, 1980). 

A identificação e classificação de vários subtipos de receptores 

opióides levou à investigação de novos peptídeos opióides, sendo 

atualmente conhecidos mais de 20 peptfdeos diferentes. Muitos deles 

encontram-se sob investigação; embora suas funções não estejam 

completamente elucidadas, sabe-se que podem atuar como neuro

honnônios, neurotransmissores ou neuromoduladores. 

Um problema técnico importante é a escassez de fánnacos 

específicos e seletivos que possam bloquear ou estimular somente um 

dado sistema receptor-peptídeo. Além disso, mesmo os anticorpos 

apresentam reação cruzada entre mais de um peptídeo da mesma classe 

(Terenius, 1984; Blaszczynski & VJinter, 1984). 

As endo:rfinas, objeto deste estudo, não fogem à regra. Por 

exemplo, o antagonista naloxone interage de modo complexo com os 

vários receptores: é um antagonista eficiente após ligação ao receptor 

mu (com alta afinidade para a dinorfina e beta-endo:rfina) e um 
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antagonista fraco para os receptores delta e kappa (respectivamente 

com afinidade pelas encefalinas e pela dinorfina) (Terenius, 1984). 

A função biológica das endorfinas em seres humanos tem sido 

amplamente estudada, levando a conclusões contraditórias de vários 

autores. Em seres humanos, inicialmente observou-se uma relação entre 

distúrbios psiquiátricos (notadamente a esquizofrenia e transtornos 

afetivos) e níveis elevados ou diminuídos de endorfinas plasmáticas e 

liquóricas. 

Verificou-se que, quando administrados como fármacos, os 

opióides endógenos produzem alterações de humor semelhantes a 

quadros depressivos e, em certos casos, sintomas psicóticos e 

esquizofreniformes. Além disso, os pacientes deprimidos e 

esquizofrênicos possuem limiares mais elevados à sensação de dor. 

Entretanto, a administração do antagonista naloxone fornece elementos 

contraditórios, com melhora, piora ou ausência de alterações nos 

pacientes (Blaszczynski & Winter, 1984). 

Berger et al., em 1986, realizou uma extensa revisão sobre os 

estudos relativos a beta-endorfinas em pacientes psiquiátricos. Quanto à 

esquizofrenia, os achados eram controversos: vários autores 

sustentavam que estaria associada a uma elevação na concentração 

plasmática ou liquórica de beta-endorfinas, enquanto outros relatavam 

uma redução na mesma. Os principais problemas destes estudos, 

abundantes na década de 70 e início de 80, foram a falta de controles, 

estudos não-duplo-cegos, uso concomitante de medicação neuroléptica 

e uso de doses intravenosas elevadas e heterogêneas de beta-endorfinas 

numa tentativa de provocar a remissão dos sintomas (o que foi obtido 

em alguns pacientes) (13erger et al., 1986; Naber, 1981). 
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Quanto à depressão unipolar, um estudo sugenu que o uso 

intravenoso de beta-endorfina tornava os pacientes hipomaníacos; 

porém, não foram utilizados controles. Outro estudo, realizado por 

Risch, em 1982 (citado por Berger et ai., 1986), verificou que a 

concentração plasmática matinal de beta-endorfina era 

significativamente maior em pacientes deprimidos do que em controles 

pareados por sexo e idade. 

Alexopoulos, em 1983, comparou 10 pacientes com depressão 

unipolar sintomática e 16 controles normais. Não observou diferenças 

significativas entre eles quanto à concentração plasmática de beta

endorfinas. Entretanto~ após submetidos a eletroconwlsoterapia, todos 

os pacientes deprimidos apresentaram um aumento de aproximadamente 

3 vezes na concentração plasmática da mesma, provavelmente devido à 

liberação causada pelo procedimento. 

Já em relação à doença bipolar, tendo em vista os achados de uma 

série de estudos iniciais, a Organização Mundial de Saúde realizou um 

estudo colaborativo com a administração de naloxone a pacientes 

maníacos, o que supostamente melhoraria os sintomas, e não registrou 

efeitos após doses elevadas do mesmo. 

Risch et al., em 1980, realizou um estudo em voluntários normais. 

administrando fisostigmina na doença bipolar. As alterações de humor 

induzidas pela fisostigmina (depressão, hostilidade e confusão) 

correlacionaram-se positivamente com os níveis de beta-endorfina, mas 

não com o cortisol plasmático, sugerindo haver uma via de ação da 

beta-endorfina mediada pela acetilcolina, a qual poderia estar 

hiper:funcionante na depressão (citado por Berger et al., 1986). 
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Atkinson et al., em 1983, realizou medidas da imunorreatividade 

tipo beta-endorfina plasmática em pacientes psiquiátricos, pacientes com 

dor crônica e voluntários normais. Verificou que os pacientes 

psiquiátricos e com dor crônica apresentavam medidas de 

imunorreatividade tipo beta-endorfina significativamente maior que os 

controles~ além disso~ os pacientes com síndrome dolorosa também 

apresentavam beta-endorfinas significativamente maiores que os 

pacientes psiquiátricos. 

Entretanto, um estudo realizado por i\lessio et aL em 1988. nã.o 

(fll 

mn ou ern à 

imunorreatividade tipo beta-endorfina medida no lfquor, coletado antes 

do procedimento cirúrgico de correção. 

Nappi et alii, em 1988, avaliou a beta-endorfina, beta-lipotropina e 

AC1H, os quais são codificados pelo mesmo gene, através da pró

opiomelanocortina, na demência degenerativa (Alzhcimer pré-senil e 

senil) e vascular. Verificou que a beta-endorfina somente está reduzida 

na doença de Alzhcimer, enquanto na doença vascular cerebral 

transitória ou permanente (acidente vascular cerebral) a mesma está 

dentro dos limites normais. Segundo ele, em indivíduos normais, a 

beta-endorfina mostra-se em níveis inversamente proporcionais à idade, 

enquanto na doença de Alzheimer ela apresenta uma redução severa. 

Entretanto, a concentração de beta-endorfinas também está reduzida na 

doença de Parkinson não~tratada, sem demência, o que indica não ser 

este opióide endógeno o responsável direto e isolado pela 

sintomatologia cognitiva demencial (Nappi et al., 1988). 
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Slo-winska et al., em 1988, analisou o ritmo circadiano do ACTH, 

cortisol e beta~endorfina em pacientes obesos, hipertensos e controles 

normais pareados para idade e sexo, antes e depois da administração de 

clonidina. Observou que, em indivíduos normais, a beta-endorfina 

apresenta um ritmo circardiano, e a administração de clonidina, diminui 

a secreção de beta-endorfina. Em obesos, não ocorre o ritmo circadiano 

e as concentrações de beta-endorfina são significativamente maiores. 

Em hipertensos, o ritmo pode estar alterado ou não; naqueles em que há 

redução da concentração plasmática de beta-endorfina, há uma resposta 

pressórica de redução da pressão arterial à administração de clonidina. 

O naloxone, em seres humanos, não possui efeito sobre a ação 

pressórica da clonidina. Ou seja, a beta-endorfina exerce um efeito 

hemodinâmico ainda não completamente esclarecido, atuando através 

do sistema nervoso simpático sobre os centros reguladores da pressão 

arterial (Slowinska, 1988). 

Nappi et al., em 1989, comparou as concentrações plasmáticas de 

beta-endorfina em mulheres com ovário policístico, obesas e normais, e 

mulheres sem disfunção ovariana, obesas e normais. Constatou que a 

concentração de beta-endorfinas mostrou-se significativamente elevada 

em obesas, independente da função ovariana. 

Geisbergen et al., em 1989, estudou o efeito pressórico da beta

endorfina endógena associada à alfa-metildopa. Normalm.ente, a 

associação de ambas produz uma queda na pressão arterial. A 

administração de um antisoro anti-beta-endorfina ou anti-dinorfina 

impediu a redução da pressão arterial patrocinada pela alfa-metildopa, 

demon&irando a relação destes opióides com a regulação da pressão 

arterial. 
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Como se pode ver, os opióides endógenos apresentam múltiplos 

efeitos clínicos: além da analgesia, possuem efeitos sobre a pressão 

arterial, motilidade gastrointestinal e atividade motora. Possuem 

também efeitos isolados tão díspares como a inibição das contrações 

eletricamente induzidas dos vasos deferentes do camundongo, contração 

eletricamente induzida do músculo liso do íleo de cobaio (utilizado para 

estudos da fisiologia do trato gastrointestinal), e inibe a atividade da 

adenilato-ciclase em cultura de células de neuroblastoma-glioma (Smith, 

1984). 
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1 .. 4 .. 2 .. Opióides endógenos versus aprendizado/memória 

O aprendizado, definido com.o a aquisição de experiências inéditas 

ao indivíduo, é complementado pela memória, conceituada como a 

retenção e recordação (ou evocação) destas experiências. A avaliação 

da consolidação da memória só pode ser feita de forma indireta através 

do teste, submetendo-se o indivíduo novamente à experiência anterior 

(Netto, 1984). 

Em animais experimentais, o aprendizado somente pode ser 

avaliado na forma de um comportamento quantificável; para tanto, 

utiliza-se a supressão de respostas inatas, a indução de comportamentos 

não-naturais ou a exposição a atnbientes aos quais o animal não está 

familiarizado, como a caixa padronizada para a habituação ao campo 

aberto. Para fins de análise, denominamos treino à primeira exposição à 

novidade, e teste à segunda exposição, realizada 24 horas após. 

Considera-se que ocorreu aprendizado se houve uma melhora na 

performance do animal da primeira para a segunda sessão (Netto, 

1987). 

experiência nova conduz à aquisição de comportamento 

(estratégia adequada à situação) e informação. Após o annazenamento 

dos mesmos (definido como a representação neural hipotética do 

complexo informacional), ocorre a consolidação (processo hipotético 

responsável pela modulação do armazenamento, determinando a 

intensidade da representação neural). Finalmente, no momento do teste 

ocorre a evocação, que nada mais é que a etnissão de resposta a uma 

31 



situação ambiental previamente vivenciada e armazenada (Izquierdo e 

Netto, 1985) . 

. A. exposição a uma novidade, em uma ampla gama de 

experimentos, normalmente acomparilla=se de um decréscimo na 

imunorreatividade tipo beta-endorfina cerebral em ratos (a qual, devido 

à sensibilidade cruzada do anticorpo utilizado para aferição, abrange a 

beta-endorfina e beta-lipotropina). Este decréscimo é observado em se 

tratando de tarefa aversiva ou não, independente do tipo e duração do 

experimento (Izquierdo et alii, 1980, 1984; Netto et alii, 1985). 

No modelo animal de PKU utilizado por este grupo de pesquisa, 

optou-se por realizar uma tarefa não-aversiva (habituação ao campo 

aberto) por ser a que apresenta menor interferência quanto ao nível de 

estresse do animal, produzindo um menor número de alterações 

motivadas pela tarefa em si e permitindo um maior discernimento em 

relação aos efeitos do tratamento farmacológico sobre o aprendizado e 

memória. De acordo com Strupp ( 1984), as tarefas não-aversivas são as 

mais adequadas para o estudo do aprendizado e memória na 

hlperfenilalaninemia crônica e modelo animal de PKU. 

Segundo Izquierdo ( 1991 ), inicialmente se acreditava que o efeito 

dos opióides sobre a memória seria de facilitação pura e simples, devido 

a um raciocínio errôneo de que a adição aos opióides, provocando 

gratificação, implicaria em facilitação da memória. Entretanto, vários 

estudos que aparentemente demonstravam esta facilitação foram 

realizados com tarefas aversivas, e a retenção poderia ser facilitada pelo 

choque, e não pelo opióide em si. A facilitação da memória pelo 

antagonista opióide naloxone veio contradizer este achado. 
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Posteriormente, vários autores relataratn que a injeção de beta

endorfina antes ou imediatamente após o treino dificultava a retenção; 

entretanto, este efeito dependia do tempo decorrido do treino à injeção 

e também da dose da droga. A beta-endorfina possui uma curva de 

dose-resposta em U invertido, perdendo seu efeito à medida que a dose 

aumenta. A administração de beta-endorfina ou exposição à novidade 

antes do teste produz um aumento da evocação reversível com naloxone 

ou naltrexone, indicando o surgimento de um tipo de dependência de 

estado. Nos animais tratados com beta-endorfina pós-treino, a 

dependência seria mais intensa, e assim, mais dificil de superar com 

tratamentos pré-teste (Izquierdo, 1991) 

Segundo Kovacs & de Wied ( 1981) em tarefas de esquiva passiva, 

a administração de beta-endorfina facilita a retenção de forma 

dependente da dose e tempo de aplicação após o treino e antes do teste. 

Esta facilitação não é reversível com o uso do 

1 1 

[citados por Kovacs & de \Vied, 1981]) encontraram que pequenas 

quantidades de beta-endorfina adtninistrada por via subcutânea afutava o 

desempenho em tarefas de esquiva ativa, bem. como o estado de aletta 

do anin1al. Com base no estudo de i\der et al., realizado em 1972, 

Kovacs & de Wied, D , em 1981, realizaram um experimento para 

avaliar o efeito da beta-endorfina na consolidação da men1ória em ratos. 

Acredita-se que a consolidação da memória ocorre dentro 

algumas horas após a realização da tarefa; no estudo de Kovacs & de 

Wied (1981), a administração subcutânea de beta-endorfina humana em 



ratos, imediatamente após o treino, não afetou a esquiva passiva se 

utiliada em baixas doses. Em doses elevadas, facilitou a esquiva passiva. 

Em contraste, quando injetada 1 hora antes do teste, a menor 

produziu uma facilitação da esquiva passiva, mas a dose maior não 

obteve efeito, indicando a presença de u.ma atividade dependente da 

dose. Os autores concluíram que as doses menores de beta-endorfinas 

expressam a atividade peptideo em si, enquanto as doses elevadas 

apresentam uma cunra de efeito bimodal, devido à conversão de beta

endorfina em alfu e gama-endorfina, com atividades distintas . 

. A.usten et al. ( 1977) (citados por Kovacs & de Wied, 1 

demonstrou a presença desta conversão in em :fração 

sinaptossomal de cérebro de rato. 

O efeito da beta-endorfina administrada é variável entre diferentes 

linhagens de ratos. Já em 1985, Frischkenecht et havia 

que, em relação à morfina, os fatores genéticos influenciavam sobre a 

mesma, como sobre seus efeitos no consumo de 

alimentos, analgesia, atividade locomotora, aprendizado e memória. 

Como foi visto anteriormente, as crianças fenilcetonúricas 

apresentam, entre outros sintomas, déficit no desenvolvimento neuro

psicomotor e no aprendizado, que se agrava progressivamente até o 

retardo mental. E~te últitno deve~se sem dúvida a um somatório de 

fatores, muitos dos quais ainda sob investigação. Na a 

neuroquímica basal do cérebro está alterada. Existe uma 

da síntese protéica e alterações especificas na de 

polirribossomos, RN.A ... mensageiro, mielina e proteínas derivadas 

mesma. A desmielinização ocorre mesmo e.m adultos, após a suspensão 

da ·dieta pobre em ttmilalanina, tendo sido documentada Vivo 
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indiretamente, por alterações no eletroencetalogra:ma, e diretamente, 

através da ressonância nuclear magnética. P"'ssim, as conexões 
._., o 

intemeuronais também sofrem alteraçã.o, o que é fator 

complicando a investigação (Krause et aL, 1986; Pearsen al., 1 

et al, 1989; Wyngaarden & 1 

No momento em este estudo foi iniciado, nenhum. 

trabalho publicado referente à PK.U e opióides endógenos. 

estudou os níveis liquóricos de beta-endortinas em 13 pacientes com 

PKU e 6 controles da mesma idade. Encontrou uma à 

elevação dos níveis de beta-endorfina nos pacientes com As 

concentrações de beta-endorfina e fenilalanina liquóricas tiveram 

correlação linear estatisticamente significativa. Segundo o , estes 

dados sustentarn a hipótese de que existe alteração do sistema opióide 

endógeno na PKU. 

Entretanto, Nielsen et aL, em 1 1, estudou com 

sindrome de e corn.pararam com adolescentes 

portadores PKU, diagnosticada e tratada precocemente. Constataram. 

que ambos os grupos apresentavam nivel elevado de imunorreatividade 

tipo beta-endorfina no líquor, etnbora o gnlpo PR.u não apresentasse 

qualquer dos sintomas do gnlpo portador da sfndrome de Rett, 

fisiopatológico, 

Os ratos do modelo animal PKlJ utilizado estudo, 

através da injeção subcutânea de duas doses diárias fenilalanina e 

uma dose diária do inibi dor da P AH, alfa-metilfenilalanina~ ') ... .,.,p.Ç;! 

em um estudo-piloto 



respostas de orientação durante o teste, que o modelo animal 

de PKU poderia apresentar déficit no aprendizado e memória (Castilhos, 

1986). 

Matthies, etn revisão de 1989, discorre sobre algumas 

teóricas do aprendizado e memória. Segundo ele, no aprendizado e 

memória exibem diversos aspectos fenotnenológicos, conforme o 

organização biológica considerado pelo observador H, isto é, podem 

ser estudados tanto a nível psicológico ou comportamental a 

nivel bioquitnico-molecular. 

A abordagem conceitual o 

e memória, segundo Matthies, é a 

Esta baseia-se parcialmente teoria dos sistemas, em que a estrutura 

ftmcional de um sistema é definida pelo número e propriedades de seus 

componentes, bem como pelo número e propriedades suas relações 

ou conexões mútuas. Assim, uma alteração no sistema pressupõe uma 

alteração em sua estrutura funcional, mas nem toda alteração funcional 

conduz a uma modificação no sistema (1\1atthies, 1989). 

Aplicando-se este conceito ao cérebro humano, encarar 

os neurônios como elementos básicos do mesmo (complementados por 

células estruturais, como a glia e vasculatura), e as sinapses como suas 

conexões básicas para a estrutura funcional. Supondo que o número e 

ftmção dos neurônios não se modifique durante o aprendizado e 

memória, alterações nestes últimos seriam devidas a mudanças 

ftmcionais, isto é, nas propriedades ou número de sinapses. Isto seria 

regulado no indivíduo através de dois sistemas básicos: 1) o surgimento 

de uma hierarquia de controle; 2) uma estnltura funcional multiestável 

(conexões sinápticas ativadas somente quando necessário) conectando 
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sistemas ultraestáveis (conexões sinápticas perenes ou sempre ativas) 

por meio de relações variáveis (Matthies, 1989). 

Assim, a i:rJ'ormação chega ao cérebro forma sinal 

eletroquímico; a molécula do neurotransmissor somente torna-se 

informação após a interação com um sistema funcional em particular. 

Assim, uma cultura de células neuronais não gera memória no sentido 

comportamental, embora possua os elementos necessários à mesma, 

pela simples razão que não possui estrutura funcional conectiva 

(Matthies, 1989). Esta abordagem expõe a dificuldade de avaliar o 

aprendizado e memória em diversos modelos ammats, buscando 

semelhanças aos achados em seres humanos. 
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4. RESULTADOS 

4.1. PRIMEIRO GRUPO EXPERIMENTAL . . 
• 

determin~ção da imunorreatiyi.dade tipo beta-endorfina 
no modelo experimental de PKV e resposta à novidade. 

Os animais pertencentes· ao primeiro grupo experimental não 

apresentaram diferenças significativas quanto ao peso corporal, peso 

cerebral e peso do hipotálamo (g) aos 90 dias de vida, entre o modelo 

animal de PKU e os controles. Também não foi observada diferença 

significativa entre os sexos, quanto ao peso cerebral e do hipotáiamo. 

Alguns autores referem uma redução de peso em ratos tratados 

hiperfenilalaninêmicos; entretanto, a maioria dos trabalhos nos quais se 

verifica essa redução utiliZam o inibidor p-clorofenilalanina. Neste 

trabalho, foi utilizado o inibidor a-mePhe. (Lane et al., 1980; Scriver et 

al, 1989) 

Entretanto, os dados são referentes à pesagem realizada aos 90 

dias de vida, imediatamente antes da exposição à novidade e/ou abate, 

quando o tratamento crQnico realizou-se dos 6 aos 28 dias de vida do 

animal. Assim, caso o ·animal lenha apresentado algum déficit ·de peso 

corporal durante o tratamento, hQuve tempo suficiente para a 

recuperação. 

V ale ressaltar que a análise dos pesos corporais dos animais aos 6, 

14 e 28 dias de vida não revelou diferenças significativas entre os 

grupos, embora se observe uma discreta tendência à redução do peso 

corporal aos 28 dias, no grupo PIÇU, nJ,o significativa. 
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A Tabela 4.1.1. apresenta os dados de peso do cérebro e peso do 

hipotálamo destes animais, aos 90 dias de vida. Os dados referentes ao peso 

médio dos ~ais, aos 6, 14 e 28 dias de vida, sijo apres~tados na Tabela 

4.1.2. 

Tabela 4.1.1. Peso rerebral e peso do bipotálamo (g) dos ratos NM, SAL e 

PKU aos 90 dias de vida. 

Grupos experimentais 

NM SAL 

(21) (21) 

Peso do cérebro (g) 0,977+/-0~063 0,921+/-0,082 

Peso do hlpotálamo (g) 0,071+/-0,010 0,068+/-0,011 
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PKU 
(13) 

0,948+/-0,049 

0:-065+/-0,015 



Tabela 4.1 .. 2. Peso corpo,nlmédio (g) dos aDÜDais aos 6, 14 e 28 dias de 

tratamento ~r.õnieo. 

6dias 

14 dias 

28 dias 

NM 

(21) 

12,35 

+1- 1,12 

28,86 

+I- 1,76 

67,27 

+/- 3,12 

SAL 
(21) 

12,42 

+/- 1,25 

25,01 

+1- 2,53 

67,93 

+/- 2,05 

PKU 

(13) 

12,57 

+/- 1,34 

25,20 

+/- 1,55 

63,33 

+I- 5,89 

Os ratos foram distribuídos aleatoriamente entre os grupos PKU, 

Salina e Não-manipulado. A seguir, ao completar 90 dias de vida, foram 

randomicamente designados para 54crificio imediato ou sacrificio após 

exposição à novidade. 

A metade dos animais foi exposta ao campo aberto por um período de 

oito minutos, sendo a seguir sacrificada. Assim, foi possível registrar uma 

curva de atividade motora (expressa em número de cruzamentos), de 

reconhecimento do ambiente (expressa em número de respostas de 

orientação) e de estresse (registrado através do número de atividades de 
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limpeza e de bolos fecais) ao longo de oito minutos. 

Verificou-se que não houve diferença, ao longo do tempo, na atividade 

motora e nível de estresse dos animais (dados não apresentados). O número 

de cruzamentos · manteve-se constante ao longo dos oito minutos, não 

apresentando diferença entre os grupos de tratamento (F(2,25)=0,90; 

p=0,419). 

O número de atividades de limpeza, analisado por ANOV A de duas 

vias com teste de Friedman, não apresentou variação significativa (SAL: p = 

0,1087; NM: p = 0,8471; PKU: p = 0,9903). 

O número de bolos fecais, analisado por ANOV A de duas vias com 

teste de Friedman, também não apresentou diferença significativa ao longo 

do tempo, entre os gupos (SAL: p = 0,1322; NM: p = 0,4251; PKU: p = 

0,8525). 

Os controles SAL e NM não apresentam diferenças entre si no número 

inicial de respostas de orientação, quando analisados com ANOV A 

utilizando o teste F de efeito simples (F(1,18)=0,513; p=0,458). 

Entretanto, os grupos controles (SAL e NM) apresentaram um 

decréscimo significativo no número de respostas de orientação ao longo do 

tempo , o qual não foi observado no grupo PKU. Ou seja, existe diferença 

entre os tratamentos no número de respostas de orientação ao longo do 

tempo (F(3,75)=9,98; p<O,OOl), e entre os vários grupos (F(6,75)=3,11; 

p<O,Ol). 

A Tabela 4.1.3. apresenta as médias e desvios-padrão do número de 

respostas de orientação ao longo do tempo, para os diferentes tratamentos. 

A Tabela 4.1.4. apresenta as médias e desvios-padrão do número de 

cruzamentos ao longo do tempo. 
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Tabela 4.1.3. Número de respost•s de orientaçio ao longo de oito 

minutos. 

Tempo 

0-2 min 

2-4 min 

4-6 min 

6-8 min 

SAL 
(10) 

21,3+/-4,83 

17,4+/-4,32 

15,8+/-6,34 

15,0+/~5,45 

NM 

(10) 

21,4+/-3,47 

17,6+/-4,99 

15,3+/-5, 12 

10,7+/-4,71 

PKU 

(8) 

13,62+/-3,58 

14,75+/-5,06 

14,37+/-4,53 

13,62+/-3,11 

Resultados ~sos em média+/-des~o; entre parênteses~ o número de animais. 

*Existe düerença entre os números iniciais de respostas de orientaçio, mas somente se 

considerados isoladamente dos restantes (teste Qui-quadrado, p < 0,01) 

*Existe diferença entre os grupos no número 4e respostas de orientação ao longo do tempo 

(F(3,75)=9,98;p< O,<XH). A ~ entre os grupos ao l0-93o do ta;npo mostrou que sio 

diferentes entre si (F(6,75)=3,1 J; p<O,Ol). 
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Tabela 4.1.4. Número de cruzamentos ao longo de oito JDinutos. 

Grupos experimentais 

SAL 
Tempo (10) 

0-2 min 29,0+/-7,30 

2-4 min 24,6+/-8,48 

4-6 min 27,6+/-17,01 

6-8 min 24, 1 +/-14,84 

Nfd 
(10) 

29,9+/-5,71 

32,9+/-1 0,49 

26,2+/-1 0,36 

21,6+/-10,41 

PKU 
(8) 

21,13+/-9,43 

21,75+/-12,52 

26,88+/-7,06 

20, 75+/-7,67 

Resultados expressos em média+/- desvio-padrllo; entre parênteses, o número de animais. 

*Não existe diferença significativa entre o número de crummento para os diferentes grupos 

(F(3~75) = 2,17; p > 0,09). Não houve diferença na. interação entre os gmpos ao longo do tempo 

(F(6,75) = 1,58; p > 0,15). 
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Os níveis de imunorreatividade tipo fl-endorfina hipotalâmicos não 

apresentaram diferença em relação ao sexo do animal (F(5,32)=2,078; p = 

O, 154). Consoante à literatura consultada, a imunorreatividade tipo P
endorfina foi afetada pelo tratamento e pela exposição à novidade, como se 

pode observar na Tabela 4.1.5. (F(5,32)=5,056; p < 0,01) 

Nos grupos controle (SAL e ~' os níveis iniciais de 

imunorreatividade tipo Jl-endorfina foram similares (F(3,26)=2,326; p = 
O, 114), mas apresentaram redução ~ignificativa após a exposição à novidade 

(F(3,26)=12.859; p < 0,001). 

Nos ratos do modelo animal de PKU, o nivel inicial de 

imunorreatividade tipo Jl~orfina foi semelhante ao dos controles, mas não 

sofreu redução significativa após a exposição à novidade, possivelmente 

indicando uma ausência de hberação cerebral de et1dorfinas. 

Consi4erando todos os tratamentos, a análise de variância de duas vias 

não evidenciou diferença entre os tratamentos, mas houve interação 

significativa entre treino e tratamento. O teste de Duncan mostrou que, para 

um nivel de signfficância de p<O,Ol, o grupo PKU com treino é diferente do 

controle NM com treino. Para p<0,05, PKU com treino difere de ambos os 

grupos NM e SAL com treino; PKU sem exposição à novidade não difere de 

ambos os grupos NM e SAL sem exposição à novidade. 

A Tabela 4.1. 5. apresenta os resultados da imunorreatividade tipo P
endorfina nos diferentes grupos de tratamento, com e sem habituação ao 

campo aberto, expressos em ng totais por animal. 
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Tabela 4.1.4. Resultados da imuaorr,eatividade tipo fl-eadorfina ao 

bipotálamo de ratos PKU e eoatr~, com ou sem exposição à 

novidade. 

Grupo 

PKU 

SAL 

NM 

Exposição à 

novidade 

ausente 

presente 

ausente 

presente 

ausente 

presente 

Imunorreatividade tipo 

~-endonfina (n) 

415,67 +/- 176,43 

388,40 +/- 34,11 b 

439,25 +1- 114,54 

234,71 +/- 109,59a 

418,63 +/- 130,53 

210,88 +/- 8t,8oa 

Resultados expressos em média+/- desvio-padrão; entre patênteses, o número de animais. 

a)p <0,05 em reJaçlo ao grupo $em exposição à novidade. 

b) p<O,OOl em~ aos grupos SAL e NM expostos à no~ (teste de Dtmcan). 
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4.2. SEGUNDO GRUPO EXPERIMENTAL: comparação 
dos testes de comportamento entre os animais 
hiperfenilalaninêmicos e con~roles; análise da resposta à 
injeção intra-peritoneal de beta-endorfina murina. 

Os animais pertencentes ao segundo grupo experimental não 

apresentaram diferenças significativas em sua distribuição para o tratamento 

crônico, quanto ao sexo (Qui quadrado= 0,0193; p = 0,889) e peso corporal 

(g) (F=0,1685; p = 0,682) verificado aos 90 dias, entre o modelo animal de 

PKU e os controles. 

Em relação à distribuição dos animais para o tratamento agudo, 

também não houve diferença em relação ao sexo (Qui-quadrado = 0,5739; p 

= 0,751) e peso dos animais (F= 0,7476; p = 0,478). 

A Tabela 4.2.1. apresenta os dados referentes à distribuição, número 

de ratos e peso médio dos animais, para o tratamento crônico inicial (PKU e 

SAL) e para o tratamento subseqüente com SAL ou BETA, conforme 

descrito no ítem 3 (Material e métodos). 

Observou-se que os animais apresentaram aproximadamente o mesmo 

número inicial de respostas de orientação, sendo que o grupo injetado 

cronicamente com salina mostrou, no teste, uma redução significativa no 

número de respostas de orientação realizadas no treino. 

O grupo injetado cronicamente com o modelo experimental de PKU 

apresentou esta redução em nível significativo somente quando recebeu ~

endorfina murina imediatamente após o treino e solução salina a 0,85% 6 

minutos antes do teste. 
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Tabela 4.2.1. Distribuição e peso médio dos animais de acordo com o 

tratamento crônico (PBE ou SAL) e agudo (SAL-SAL, BETA-SAL ou 

BETA-BETA) .. 

Tratamento crônico 

SAL 

PHE 

Tratamento agudo 

SAL-SAL 

BETA-SAL 

BETA-BETA 

Machos Fêmeas Peso 

19 

16 

13 

11 

11 

14 

15 

9 

9 

11 

297.8 +/- 19,04 

295.7 +/- 20,07 

298,7 +/- 15,06 

298,8 +/- 20,07 

292,2 +/- 23,19 

Resultados expressos em média +/- desvio-padrão; entre parênteses~ o número de animais. 

*Não houve diferença significativa na distribuição entre os grupos. 

A Tabela 4.2.2. apresenta o numero médio de respostas de orientação 

no treino e teste do segundo experimento. A Tabela 4.2.3 mostra os valores 

de F de efeito simples, e a Tabela 4.2.4. apresenta o F de interação para estes 

mesmos dados. 
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Tabela 4.2.2. Número médio de respostas de orientação verificadas no 
tremo e teste, entre os grupos do segundo experimento 

SAL 

Tratamento Treino 
agudo 

SAL-SAL 15,5 

+/- 2,4 

BETA-SAL 14,4 

+/- 2.0 

BETA-BETA 12,9 

+1- 1,9 

Tratamento crônico 
", 

Teste 

99* , 

+/- 2,7 

7 7* , 

+1- 2,2 

7 8* 
' 

+1- 2,6 

PKU 

Treino 

15,2 

+/-2,6 

16,2 

+1- 2,7 

12,2 

+!- 2,9 

Resultados expressos em média+/- desvio-padrão 

Teste 

13,9 

+/- 4,1 

126* , 

+/- 1,6 

12,8 

+/- 2,7 

*Existe diferenya significativa entre oo grupos quanto às ~ de orientaçlo, para p<O,OOl 

(y' er Tabela 4.2.3. -F de efeito simples para a resposta de orienta9llo entre os grupos do segundo 

experimento) 

*Existe diferença na inte.mçlo entre as respostas de orientação, para os diimmtes grupos rv er 

Tabela 4.2.4. - F de interação para a resposta de orientação entre os grupos do segundo 

experimento) 
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Tabela 4.2.3. F de efeito simples para a respost~ de orientação, entre os 

grupos do segundo experimento 

Tratamento 
agudo 

SAL 

SAL-SAL 49,614* 

BETA-SAL 68,83 * 

BETA-BETA 40,50* 

Tratamento crônico 

PKU 

2,53 

17,18* 

0,63 
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Tabela 4.2.4 Valores de F de interação para as respostas de orieataçio 

entre os diferentes grupos do segu~o experimeJ,~to. 

F(l,16) 

SAL PKU 

S-S B-S B-B S-S B-S B .. B 

S-S I I I I I I 

SAL B-S O, 783 I I I I I 

B-B 0,232 1,870 I I I I 

S-S J4,87* 22,48 11,39* I I I 

PKUB-S 2,73 6,21** 1,43 4,02 I I 

B-B 30,73 41,33 25,62 2,85 13,01* I 

Os números em negrito do signifi.ca.tivos para p < 0,001. 

Os núm.eros seguidos de mn asterisco são significativos para p < 0,01. 

O m'lmero seguido de dois asteJ1soos é significativo para p < 0~05. 
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O número de cruzamentos, an~sado por ANOV A com teste F de 

efeito simples e F de interação apresentou diferença significativa entre o 

treino e teste em dois grupos, o que não foi evidenciado no experimento 

anterior e difere dos dados da literatura, que indicam que o componente 

motor não é alterado nos modelos animais de PKU (F (5,58)= 3,076; p < 

0,05). 

A Tabela 4.2. 5. apresenta o número médio de cruzamentos do segundo 

experimento, com os respectivos valores para o teste F de efeito simples. A 

Tabela 4.2.6. mostra os valores do teste F de efeito simples, e a Tabela 4.2. 7, 

o teste F de interação destes mesmos grupos. 

Analisando-se o número de atividades de limpeza e bolos fecais, 

através da ANOVA de uma via com teste de Kruskal-Watlis, não houve 

diferença estatisticamente significativa entre os grupos (dados não 

mostrados). 
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Tabela 4.2.5. Número médio de cruzamentos verificados no treino e 
teste, entre os grupos do segundo experimento. 

Tratamento 

agudo 

SAL 

Treino 

SAL-SAL 37,4 

+/- 5,02 

BETA-SAL 31,0 

+/- 4,73 

BETA-BETA 33,5 

+I- 6,10 

)1,-

Tratamento crônico 

PKU 

Teste Treino 

27,2* 35,1 

+/- 5,40 +/- 8,61 

25,3* 36,9 

+/- 4,90 +/- 5,28 

25,9* 33,8 

+/- 3,01 +/- 5,04 

Resultados expressos em média+/- desvio-padrão 

Teste 

31,5 

+/- 8,06 

30,6* 

+/- 3,36 

30,7 

+1- 4,69 

*Existe diferença significativa entre oo grupos quanto ao número de cruzamentos, pam p<0,05 

(Ver Tabela 4.2.6. - F de efeito s:imples pam o número de cruzamentos entre os gropos do 

segundo experimento) 

•Existe diferença na interação entre o ntunero de cruzamentos, pam dois gropos (Ver Tabela 

4.2.7. -F de interação pam o nllm.ero de cruzamentos entre oo grupos do segundo experimento) 
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Tabela 4.2.6. F de efeito simples para o número de cruzamentos, entre 
os grupos do segundo experimento 

Tratamento 
agudo 

SAL 

SAL-SAL 26,26* 

BETA-SAL 8,31 * 

BETA-BETA 14,42* 

*Significativos :para p < 0,05. 

Tratamento crônico 

PKU 

3,18 

8 31* 
' 

2,42 
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Tabela 4.2 .. 7. Valores de F de interação para o número de cruzamentos, 

entre os diferentes grupos do segundo experimento. 

F(1,16) 

SAL PKU 

S-S B-S B-B S-8 B-S B-B 

S-S I I I I I I 

SAL B-S 2,51 I I I I I 

B-B 0,88 0,42 I I I I 

s-s 5,58* o,6o 2,03 I I I 

PKUB-S 1,69 0,04 0,17 0,88 I I 

B-B 6,37* 0,88 2,51 0,03 1,20 I 

•Significativo para p < 0,05. 
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5. DISCUSSÃO 

Inicialmente, quanto ao tipo de modelo experimental de PKU 

utilizado neste trabalho (injeção de uma dose de Phe de 12 em 12 horas, 

calculada de acordo com a idade do animal, e injeção diária de um 

inibidor da fenilalanina hidroxilase, mePhe) pode-se dizer que o mesmo 

atingiu os objetivos esperados. Isto é, permitiu a manutenção de níveis 

elevados de fenilalaninemia (Castilhos, 1986; Lane et al., 1980) sem 

prod~zir paraefeitos significativos. Não ocorreu alteração significativa 

do peso corporal, cerebral e hipotalâmico dos animais. 
, 
E importante destacar que, até a conclusão deste trabalho, não 

existia nenhum modelo animal comercialmente disponível mais 

adequado ao estudo da PKU humana. Com a descoberta de uma 

variedade de ratos mutantes com deficiência de P AH (McDonald et al, 

1990), denominada HPHG-5, muitos, senão todos, os estudos 

realizados em modelos experimentais de PKU terão de ser validados 

através de experimentos com esse tipo de animal, o qual se aproxima 

bem mais da PKU humana. 

Entretanto, o fato de não se observarem paraefeitos grosseiros no 

modelo ora utilizado permite supor que os resultados obtidos até agora 

com o modelo bioquímico de administração de Phe e mePhe serão úteis 

para a compreensão da doença em seres humanos. 

Outro aspecto a ser considerado é a variabilidade da resposta 

comportamental entre as espécies e, dentro destas, entre as diferentes 

linhagens de animais; em segundo lugar, a variabilidade dos subtipos de 

receptores opióides e da sua distribuição, nas diferentes linhagens e 
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espécies (Izquierdo, I 991; McDonald et ai., 1990). A utilização de 

clones dos ratos HPHG-5 permitirá minimizar este problema. 

Um aspecto relevante quanto ao modelo experimental de PKU 

utilizado refere-se à efetiva produção de um déficit de apendizado e 

memória nestes animais, evidenciado pela ausência de uma diminuição 

(que poderíamos chamar "fisiológica" ) no número de respostas de 

orientação dos ratos PKU. Como já foi dito anteriormente, um dos 

sintomas mais problemáticos na PKU em seres humanos é o retardo 

mental progressivo e incapacitante, cujas causas ainda estão sob 

investigação (Scriver, 1991; Scriver et ai., 1988). 

Assim, é importante que o modelo experimental evidencie sinais 

de alterações do desenvolvimento neuro-psicomotor, um dos quais é o 

déficit de aprendizado e memória. Este modelo (Phe + mePhe) mostra

se particularmente útil, pois não provoca desnutrição, permitindo 

separar o componente nutricional global do rato da lesão neurológica. 

Obviamente não se está considerando aqui a nutrição cerebral, a qual 

está afetada tanto pela alteração compensatória do sistema de transporte 

de aminoácidos neutros da barreira hemato-encefálica que se segue à 

indução de hiperfenilalaninemia, quanto pela redução da síntese protéica 

cerebral (Brass et ai., 1982; Ratzmann et ai., 1984). 

Nesse aspecto, o uso de um tratamento crônico mostra-se mais 

eficaz que o tratamento agudo em induzir alterações no aprendizado e 

memória, de acordo com estudos anteriores realizados neste laboratório 

(Castilhos, 1986; Pedron, 1993 [dados não publicados]). Possivelmente 

isto se deva ao efeito da hlperfenilalaninemia crônica sobre um estágio 

crucial da mielinização e prolifer~ glial (Hommes, 1991 ), que 
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ocorrem com maior intensidade no mesmo período em que se realiza 

este tratamento. 

· O cérebro de um rato recém-nascido corresponde, quanto à 

maturação, aproximadamente ao de um feto humano com 18 semanas 

de gestação; aos 25 dias de vida, o cérebro do rato é comparável ao de 

uma criança de 8 anos de idade (Del Valle et al., 1978). Assim, o 

tratamento crônico dos 6 aõl!l 28 âiu âe v.iâa eorresponde 

grosseiramente à PKU em uma criança do nascimento até cerca de 8-1 O 

anos, permitindo inferências sobre os efeitos da Phe sobre o ápice da 

mielinização e maturação glial. O uso de uma dose matinal de inibidor 

da P .AIL associado à injeção de Phe duas vezes ao dia, também permite 

simular melhor a PKU, mantendo uma concentração de Phe mais 

uniforme ao longo do dia e não permitindo maior elevação dos niveis de 

tiro sina. 

Izquierdo, em 1991, realizou uma ampla revisão sobre o papel dos 

opióides endógenos na memória. SegWldo o autor, o uso de tarefas 

aversivas para demonstrar retenção não é plenamente satisfatório pois, 

por vezes, não se pode distingüir entre o efeito da droga sobre a 

memória e o efeito da tarefa em si. Doses muito elevadas ou tóxicas da 

droga (possivelmente aversivas) também não estariam indicadas. 

Segundo Strupp (1984), as tarefas não-aversivas são as mais indicadas 

para a avaliação de alterações comportamentais discretas, como as 

verificadas nos EIM. 

Em seres humanos, um achado recente de grande importância 

para a análise deste estudo é a constatação, por Bach et al. (1991) 

de uma correlação linear altamente significativa entre as 

concentrações liquóricas de fenilalanina e beta-endorfina, em 
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pacientes com PK.U. Isto foi possivel com o desenvolvimento de um 

anticorpo contra a cadeia terminal da beta-endorfina, altamente 

especifico, e com a eliminação da beta-lipotrofina durante o 

processamento. Estes autores associam este achado à maior 

analgesia encontrada em pacientes com PK.U em relação aos 

controles. 

Vários autores relatam que a injeção de beta-endorfina antes 

ou imediatamente após o treino dificulta a retenção; entretanto, este 

efeito depende do tempo decorrido até a injeção e dose utilizada. A 

beta-endorfina possui uma curva de dose-resposta em U invertido, 

perdendo seu efeito à medida que a dose aumenta. 

A administração de beta-endorfina ou exposição à novidade 

antes do teste produziria um aumento da evocação, reversível com 

naloxone ou naltrexone, indicando o surgimento de um tipo de 

dependência de estado. Nos animais tratados com beta-endorfina 

pós-treino, a dependência seria mais intensa, e assim, mais dificil de 

superar com tratamentos pré-teste (Izquierdo, 1991 ). 

No presente trabalho, foi utilizada uma tarefa não-aversiva, a 

habituação ao campo aberto. Esta tarefa requer dois tipos de resposta: 

emocional e exploratória. A primeira (que abrange a contagem de bolos 

fecais e a timidez [esta última não avaliada neste estudo]) depende do 

sistema nervoso autônomo, e não envolve aprendizado/memória. Já a 

resposta exploratória ou de orientação pressupõe uma relação com o 

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

ambiente ou situação que já conhece usualmente diminui o número de 

respostas de orientação emitidas face a esta situação ou ambiente 

(Archer, 1973). 
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No primeiro experimento, em que todos os animais seriam 

sacrificados, utilizou-se a habituação ao campo aberto como novidade, 

para verificar a imunorreatividade tipo beta-endorfina no hipotálamo. 

Ao mesmo tempo, procurou-se realizar um "teste dentro do treino", isto 

é, os animais foram mantidos na caixa de habituação ao campo aberto 

por oito minutos, sendo registrado~ os valores das respostas de 

orientação e respostas emocionais em intervalos de dois minutos (0-2 

min, 2-4 min, 4-6 mine 6-8 min). Assim, obteve-se um parâmetro para 

comparar a atividade inicial dos ratos e a curva esperada de declínio ao 

longo do tempo. 

Verificou-se que os grupos apresentam um declínio nas respostas 

de orientação ao longo do tempo, e este declínio é diferente para os 

vários grupos. Este declínio, nos grupos controle, acompanhou-se da 

redução da imunorreatividade tipo beta-endorfina hipotalâmica, o que 

não ocorreu nos ratos PKU. Neste primeiro experimento, não se 

observaram diferenças significativas entre os grupos quanto ao número 

de cruzamentos, atividades de limpeza e defecação. 

A atividade locomotora, expressa em número de cruzamentos, 

apresenta maiores dificuldades de avaliação como parâmetro de 

aprendizado/memória. Vários autores (Anderson, 1938; Paré, 1964; 

Ivinskis, 1970; Nancy et ai., 1970 [citados por Pedron, 1992]) referem 

que ela apresenta um decréscimo ao longo de vários dias consecutivos. 

Entretanto, outros observam um aumento seguido de uma redução no 

número de cruzamentos ao longo do tempo (Stretch, 1960; Howarth, 

1962 [citados por Pedron, 1992]). 

Segundo Snodgrass (1974), a L-fenilalanina não provoca um 

aumento na atividade motora dos animais; porém, em altas 
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concentrações, provoca um decréscimo pequeno porém reprodutivel na 

atividade motora. Foi o que se observou neste trabalho, no segundo 

experimento. Neste, os ratos foram submetidos a um treino na caixa de 

habituação ao campo aberto e, 24 horas após, a um teste. 

Assim como no primeiro experimento, neste também se observou 

um decréscimo do número de respostas de orientação do treino para o 

teste, no grupo controle. O grupo PKU apresentou um desvio-padrão 

muito elevado; entretanto, observou-se que a redução usual nas 

respostas de orientação, esperada no teste, não ocorreu no grupo PK.U. 

No segundo experimento, foi observada uma diferença 

significativa entre os grupos quanto ao número de cruzamentos, em 

oposição ao experimento anterior. Pode-se observar que o grupo PKU 

apresenta um número médio de cruzamentos inicial maior no treino, o 

qual sofre um decréscimo relativamente pequeno no teste, transmitindo 

uma impressão de dificuldade de retenção já nos dois minutos iniciais de 

exposição. Aparentemente, o grupo PKU BETA-SAL, isto é, tratado 

cronicamente com Phe e mePhe e recebendo agudamente beta-endorfina 

murina imediatamente após o treino e salina antes do teste, foi o único 

que se comportou de modo semelhante aos controles. 

Kovacs & de Wied (1981) observam que as endorfinas podem ter 

alguma ação sobre o sistema locomotor, a qual, em doses elevadas, 

produziria resultados controversos. V eith et al., em 1978 (citado por 

Kovacs & de Wied, 1981) relatou um aumento da atividade locomotora 

na habituação ao campo aberto. Porém, o mesmo grupo de pesquisas, 

em 1979, observou com uma dose ligeiramente menor um decréscimo 

na atividade locomotora dos animais. Este seria mais um fator de 
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confusão, podendo levar a conclusões errôneas sobre o comportamento 

em campo aberto. 

Segundo Izquierdo ( 1991 ), doses relativamente elevadas de beta

endorfinas poderiam produzir um efeito amnésico real além da indução 

de uma dependência de estado (a qual, neste experimento, não parece 

ter ocorido ). Neste experimento, a repetição da dose de beta-endorfina 

antes do teste não reverteu o efeito amnésico apresentado pelos ratos 

PKU. Todavia, utilizou-se beta-endorfina murina, nas mesmas doses 

preconizadas por outros autores em trabalhos prévios para a beta

endorfina humana (Netto, 1985). 

Por conseguinte, a dose utilizada neste estudo pode ter sido 

exagerada; a reexposição à dose elevada apenas 24 horas após poderia 

causar um acúmulo da droga no SNC dos ratos, levando ao efeito 

amnésico descrito por Izquierdo (1991). 

Contudo, a administração de beta-endorfina somente após o 

treino, seguida de salina antes do teste, aparentemente produziu uma 

reversão da amnésia, diferentemente do grupo PKU SAL-SAL, onde a 

amnésia se manteve. Além disso, a ausência de uma redução no 

conteúdo hipotalâmico de beta-endorfina nos ratos PKU, no 

experimento inicial, aponta para um possível comprometimento do 

sistema opióide endógeno em sua origem, seja por redução na produção 

ou falha na Uberação em resposta à novidade. 
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V ale lembrar que o anticorpo para medida de imunorreatividade 

tipo beta-endorfina apresenta reatividade cruzada com a beta-lipotropina 

(50o/o), alfa-endorfina (<0,01%), leucina encefalina (<0,004%), 

metionina encefalina (<0,004%) e alfa-MSH (<0,01%) (dados 

fornecidos pelo fabricante do kit de radioimunensaio- Dupont-NEN)~ 

Assim, a possibilidade de alteração na fração beta-lipotropina, que 

produz a reatividade cruzada mais significativa, não pode ser 

descartada, até que seJa desenvolvido um anticorpo com maior 

especificidade. 

Finalizando, os dados indicam um comprometimento do sistema 

endorfinico do rato em algum nível, não determinado, no modelo 

experimental de PKU. É dillcil avaliar a importância destes achados 

para a apreciação das alterações de memória em geral; sem dúvida, 

porém, este é mais um elemento contribuinte ao déficit de aprendizado e 

memória na PKU, o qual necessita de investigação e validação 

subseqüente, através de técnicas mais avançadas e de um modelo animal 

natural de PKU. 
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CONCLUS(>ES 

ao o 

experimental de PKU 

fenilalanina de acordo com a idade do anhnal. 
·' 

peso corporal, peso cerebral e peso do hipotálan1o. 

O gntpo PKU apresentou déficit de aprendizado/memória, 

aferidos através da diferença entre o número de respostas de orientação 

ao longo de oito n1inutos. Entretanto, não houve diferença ao longo do 

tempo entre os grupos PKU, e l\t1JV1 na atividade "-"'"''""'""'"'" 

de e 

inicial 

PKU não sofreu redução significativa . ~ ' a expostçao a 

presun1ivelmente por falta de liberação pelo SNC. 

Quanto ao segundo experimento, observou-se que os 

pertencentes ao n1odelo experin1ental de PKU tan1bén1 apresentaran1 

déficit aprendizado/metnória, da '-"'""""""'"J,""L"" 

nas respostas orientação do treino para o teste. Esta situação foi 

revertida no grupo que recebeu beta~~mdorl1na murina irnediatan1ente 

após o treino. 

Além disso, 

entre os gntpos, quanto ao nún1ero de cn1zamentos realizados no 

e grau estresse 

os gupos. 
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