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RESUMO

Pré-condicionamento com I-alanil-glutamina e neuroprotecéo contra a lesédo cerebral
de isquemia/reperfusdo em ratos PAULO ROBERTO CAVALCANTE DE
VASCONCELOS.. Po6s-Graduacédo Stricto Sensu, Departamento de Cirurgia,
Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Ceara (Grau de Doutor em
Ciéncias Médico-Cirurgicas). agosto, 2014. Orientador: Prof. Dr. Sergio Botelho
Guimaraes.

Este estudo objetivou avaliar os efeitos do dipeptideo I-alanil-glutamina (l-ala-gin)
com um agente pré-condicionante para potencialmente promover reducdo na
intensidade da lesdo ou induzir resiliéncia em ratos submetidos a lesdo de
isquemia/reperfusdo (I/R) global em ratos. Edema cerebral, morte neuronal e
sinalizacao intracelular por meio das vias das proteinas quinases foram estudados.
L-ala-gin foi administrada por via intravenosa (0,75g/kg) 30 minutos antes do
procedimento simulado (sham) ou do da inducdo da lesdo de isquemia/reperfusao
cerebral global. Tecido cerebral foi analisado 1h e 24h apdés a reperfuséo.
Mensuracdo do edema cerebral, contagem de neurdnios vermelhos e determinacéo
das concentracdes das proteinas quinases (ERK/MAP quinase 1/2 (Thr185/Tyr187),
Akt (Serd73), STAT3 (Ser727), JNK (Thrl83/Tyrl85), p70 S6 kinase (Thr412),
STAT5A/B (Tyr694/699), CREB (Serl33), e p38 (Thrl80/Tyrl82) foi realizada. Os
resultados foram expressos como MédiatDP para resultados com distribuicdo
normal e MedianatzPercentil (25-75) para dados ndo paramétricos. A significancia
estatistica foi estabelecida em p<0,05. A lesdo de isquemial/reperfusdo cerebral
global causou edema cerebral no tempo 24 h apés a reperfusdo, enquanto o pré-
condicionamento com I-ala-gln ndo induziu qualquer mudanca no edema. Por outro
lado, o pré-condicionamento com l-alanil-glutamina diminuiu significantemente a
contagem de neurénios vermelhos (morte celular) tanto a 1 h quanto a 24 h apés a
reperfusdo. A l-alanil-glutamina promoveu significante decréscimo nas
concentracbes de JNK apos a reperfusdo quando comparadas as encontradas nos
ratos controle submetidos somente a I/R a 1h e a 24h pés-reperfusdo. Por outro
lado, o pré-condicionamento com l-ala-gin induziu significante elevacdo nas
concentracdes cerebrais de P70 a 1 h e a 24 h apés a reperfusdo, de P38 a1 h
apos a reperfuséo, e de CREB 24 h pos-reperfusdo. Houve, portanto, um significante
efeito pré-condicionante com l-alanil-glutamina reduzindo morte cerebral (contagem
de neurbnios vermelhos) tanto precocemente (1h) ou mais tardiamente (24h) apos a
reperfusdo no tecido cerebral. O decréscimo nas concentracdes cerebrais de JNK,
assim como a elevacédo das concentracdes de P70, P38 e CREB induzidos pelo pré-
condicionamento com l-ala-gIn indicam efeitos neuroprotetores produzidos por este
dipeptideo. Mais estudos sdo necessarios para confirmar os presentes achados, e
para investigar outras vias de sinalizagcdo intracelular, e outros mecanismos
envolvidos neste efeito neuroprotetor.

Palavras chaves: L-alanil-glutamina; Isquemia/reperfusdo; apoptose; ratos



ABSTRACT

L-alanyl-glutamine  preconditioning and  neuroprotection  against  brain
ischemia/reperfusion injury in rats. PAULO ROBERTO CAVALCANTE DE
VASCONCELOS. Strictu Sensu Post-graduation in Surgery, Department of
Surgery, School of Medicine, Federal University of Ceara (Degree of Doctorate
of Medical and Surgical Sciences). April, 2014. Advisor: Prof. Sérgio Botelho
Guimaraes.

This study aimed to evaluate the effects of the dipeptide I-alanyl-glutamine (l-ala-gin)
as a preconditioning agent to potentially promote reduction in the intensity of the
lesion or induction of resilience in rats subjected to global cerebral
ischemia/reperfusion (I/R) injury. Cerebral edema, neuronal death and intracelular
protein kinase signaling were studied. L-ala-gin was administered intravenously
(0.75g/kg) 30 minutes before sham procedure or induction of global brain I/R injury.
Cerebral tissue was analysed 1h and 24h after reperfusion. Brain edema, red neuron
counting (cell death) and hippocampus concentrations of protein kinases (ERK/MAP
quinase 1/2 (Thrl85/Tyrl87), Akt (Serd73), STAT3 (Ser727), JNK (Thr183/Tyr185),
p70 S6 kinase (Thr4l2), STATS5A/B (Tyr694/699), CREB (Serl33), e p38
(Thr1l80/Tyr182) were determined. Results expressed as MeanzSD for normal results
and Median+Percentil (25-75) for non parametric data. Significance established at
p<0.05. Global I/R injury promoted increase in brain edema at 24 h after reperfusion,
whereas preconditioning with |-ala-gIn induced no change in edema. On the other
hand, l-ala-gIn preconditioning decreased significantly red neurons counting both at
1h and 24h post reperfusion. L-alanyl-glutamine promoted significant decreased
concentrations of JNK after reperfusion as compared to I/R controls at 1h and at 24h
post reperfusion. On the other hand, l-ala-gln preconditioning induced significant
elevation of brain concentrations of P70 at 1h and at 24h post reperfusion, P38 at 1h
after reperfusion and CREB at 24h post reperfusion. There was a significant
precontitioning effect with [-alanyl-glutamine decreasing cell death (red neurons
counting) at early (1h) and late reperfusion (24h) in the cerebral tissue. Decreased
brain concentrations of JNK and elevated concentrations of P70, P38 and CREB
induced by preconditioning with I-ala-gIn indicate neuroprotective effects of by this
peptide. More studies are necessary to confirm the present results and to investigate
other intracelular pathways and other mechanisms envolved in this neuroprotective
event.

Key words: L-alanyl-glutamine; ischemia/reperfusion; apoptosis; rats
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1 INTRODUCAO

Consideracgdes Iniciais

Pré-condicionamento com o dipeptideo I-alanil-glutamina tem sido utilizado
para preparar o hospedeiro frente a uma futura lesdo, atuando reduzindo a
intensidade de sua resposta ou promovendo resiliéncia do organismo para enfrentar
o desafio biolégico que ird ocorrer (Pinheiro et al, 2011).

Vérios estudos, experimentais e clinicos, tém proporcionado evidéncia dos
efeitos pré-condicionantes da l-alanil-glutamina (l-ala-gin). Este dipeptideo foi usado
para a protecdo de testiculos de ratos submetidos a lesdo de isquemia/reperfusao
(I/R) induzindo uma diminuicdo na perioxidacdo lipidica e no estresse oxidativo
(Leitdo et al, 2011). L-ala-gIin também foi capaz de promover protecdo hepatica
contra a lesdo normotérmica de I/R em ratos (Aradjo Jr et al, 2011). O uso
endovenoso de 50g deste dipeptideo durante 3 horas precedentes a operacao de
revascularizacdo de membros atenuou o dano no tecido muscular e protegeu do
estresse oxidativo pacientes com isquemia critica de membros inferiores (Alves et al,
2010). Da mesma maneira, 0 uso intravenoso de l-ala-gin (0,5g/kg) no periodo pré-
operatorio imediato reduziu a resposta inflamatoria aguda em criancas submetidas a

palatoplastia (Cunha Filho et al, 2011).

A infusdo prévia de l-alanil-glutamina foi demonstrada reduzir o estresse
oxidativo e a degeneracao neuronal nuclear em esquilos da mongodlia submetidos a
lesdo de isquemia/reperfusdo cerebral global (Pires et al, 2011). Pré-
condicionamento com l-ala-gln ndo induziu mudancas na area de morte neuronal na
leséo isquémica, entretanto promoveu diminuicdo da area de necrose cerebral apos

1h de reperfusdo em modelo de isquemia cerebral global no rato (Nogueira, 2010).

Entretanto, quais mecanismos efetores estdo envolvidos, e, mais
especificamente, quais vias protéicas de sinalizacao intracelular das quinases
participam neste processo de pré-condicionamento da l-alanil-glutamina necessitam
ser elucidados. Ativacdo da via quinase P13K/Skt foi relacionada a protecdo e
manutencdo da unidade neurovascular apés a lesdo de isquemia/reperfusédo (Lan et
al, 2013). Inibicao da MEK1, parte da via Ras-Raf-MEK-ERK quinase promoveu

neuroprotecao contra a lesdo de I/R (Wang et al, 2003). Neuroprotecdao da leséo



cerebral isquémica focal foi descrita pela inibicdo de c-Jun N-terminal quinase (Gao
et al, 2005). Elevacdo da atividade da quinase p-CREB foi relacionada ao pré-
condicionamento promovendo neuroprotecdo com o resveratrol (Lin et al, 2013).
Degradacao de uma tirosina fosfatase, ricamente presente no tecido cerebral, STEP,
ativa durante a reperfusdo, precede o dano isquémico cerebral e estd associada
com a ativacdo secundaria da quinase p38 MAPK (Deb et al, 2013). O fator
neurotrofico derivado cerebral (BNDF) tem sido demonstrado como benéfico nas
funcdes neuronais apdés a hypoxia-isquemia pela inibicdo pela inibicdo da via
Akt/mTOR/p70S6K (Chen et al, 2013). A expressao génica de STATZ2, 5a, 5b e 6 foi
aumentada pela isquemia provavelmente devido a uma resposta compensatoéria do
cérebro, que pode ter desempenhado um papel protetor no tecido cerebral lesionado
(Sun et al, 2007). Efeitos neuroprotetores tém sido obtidos por meio de limpadores
de espécies reativas ao oxigénio (ROS), e regulacdo para baixo da ativacdo da
quinase STAT3 (Lei et al, 2011).

Ha, portanto, a necessidade da realizacao de trabalhos experimentais visando
investigar varias das vias de proteinas quinase relacionadas a protecao neural, apos
0 estabelecimento de modelo de lesé&o de isquemia/reperfusdo cerebral, em animais
pré-condicionados com nutracéuticos, fitoterapicos, metalofarmacos, e outros

agentes.
Lesédo de isquemia/reperfusédo cerebral

A isquemia cerebral é causada por uma reducéo transitéria ou permanente do
fluxo sanguineo, e é considerada uma das principais causas de mortalidade e
morbidade humanas (NISHIZAWA, 2001). As consequéncias desta restricao
dependem das caracteristicas metabdlicas do tecido atingido, da existéncia de
circulacdo colateral e do tempo de restricio (SCHALLER; GRAF, 2004). A
semelhanca de outros tipos de trauma, provoca resposta organica, determinando
alteracbes e reacdes diversas de natureza inflamatoria, hormonal, humoral e
metabdlica, com a finalidade precipua de restabelecer o equilibrio biol6gico do
chamado meio interno (RAHDLE et al., 1996).

Quatro componentes estruturais e funcionais sdo particularmente sensiveis a



hipoxia decorrente da isquemia: a membrana celular, responsavel principal pelo
equilibrio ibnico e osmoético; a respiragdo aerbbica, que compreende, entre outros
eventos, a fosforilacdo oxidativa e a producdo de ATP (adenosina-trifosfatada); a
sintese de proteinas estruturais e enzimaticas e a cromatina responsavel pela
reproducdo celular (COTRAN; KUMAR; ROBBIN, 1996). As repercussbes da
isquemia estdo associadas a alteragbes morfologicas e funcionais resultantes da
necrose tecidual. As alteracbes provocadas pela falta de aporte sanguineo
desencadeiam processos metabdlicos celulares e moleculares que induzem a célula
a sua autodestruicdo sem a caracteristica reacdo inflamatéria, conhecida como
fendbmeno de apoptose (TOLDY et al., 2008).

A lesdo de reperfusdo € um termo usado para descrever as alteracdes
funcionais e estruturais, que se tornam aparentes durante o restabelecimento do
fluxo apés um periodo de isquemia. O afluxo de sangue oxigenado aos tecidos
previamente desprovidos de oxigénio é fundamental para o reinicio do metabolismo
aerobico (TARDINI; YOSHIDA, 2003). Paradoxalmente, associado ao efeito benéfico
da reperfusdo, ocorrem fendmenos deletérios: células irreversivelmente lesadas,
acentuado edema celular e restauragédo nao-uniforme do fluxo para todas as por¢oes
dos tecidos. Essa restauracdo caotica do fluxo tissular € conhecida como fenébmeno
do “néo refluxo”, no qual interagem multiplos fatores, tais como um circulo vicioso de
disfuncéo endotelial vascular, a reducéo da perfusdo local e acentuacdo do edema
(EVORA et al.,, 1996). Durante a reperfusdo, ocorre formacdo excessiva de
substancias reativas ao oxigénio (EROS), que constituem moléculas com
coexisténcia e que conttm um ou mais elétrons ndo pareados na camada de
valéncia. Esta configuracdo faz dos radicais livres espécies altamente instaveis, de
meias-vidas relativamente curtas e quimicamente muito reativas (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997).

O estresse oxidativo € um estado de desequilibrio entre a producédo de
radicais livres, em particular espécies reativas de oxigénio (EROs), e a capacidade



de defesa do organismo contra essas espécies, levando a um progressivo dano
oxidativo (MORO et al. 2005). Mesmo sob condic¢des fisiologicas, o metabolismo
neuronal e glial produz EROs. Aproximadamente 2-5% do fluxo de elétrons da

cadeia respiratéria em mitocondrias isoladas de cérebro produz anion superoxido

(02'-) e peroxido de hidrogénio (H»O2) (HALLIWELL, 1992). Acredita-se que o

7

estresse oxidativo € um dos mecanismos que desempenha papel central no
processo patofisiolégico durante o evento isquémico, e a degeneracdo neuronal
resultante vem sendo associada com o aumento da producdo de radicais livres.
Durante a isquemia cerebral, inameros eventos predispdem o encéfalo a formacéao
de EROs, como o rapido decréscimo nos niveis de ATP, perda da homeostase do
Ca?*, excitotoxicidade, metabolismo e liberacdo do &cido araquiddnico, disfuncéo
mitocondrial, acidose e edema (ALEXANDROVA; BOCHEV, 2005).

A reperfusdo, apoOs isquemia cerebral, eleva a formacdo de espécies pro-
oxidantes no tecido encefalico, as quais podem contribuir para a lesdo neuronal por
atacar diretamente macromoléculas, incluindo proteinas, lipideos e DNA, ou
indiretamente atingindo os caminhos de sinalizacdo celular e regulacdo da
expressdo génica (MORO et al.,, 2005). Existem varias evidéncias a partir de
modelos experimentais de formacdo aumentada de radicais livres no encéfalo
durante a isquemia/reperfusédo. A verificacdo direta das medidas da relacdo entre
isquemia cerebral e o estresse oxidativo sdo ainda deficientes, principalmente
devido as dificuldades morfolégicas encontradas na determinacédo de radicais livres
no tecido encefalico (HOMI et al., 2002; DANIELISOVA et al., 2005).

O equilibrio entre a geracdo e a neutralizacdo de oxidantes por diferentes
mecanismos de defesa intra e extracelular ajuda a proteger os componentes vitais
da célula (ZIMMERMANN et al., 2004). A atividade enziméatica antioxidante do tecido
afetado pela isquemia/reperfusdo € particularmente importante como defesa
enddgena primaria contra as espécies pro-oxidantes que induzem a lesdo (HOMI et
al., 2002). Assim, a capacidade antioxidante plasmatica pode ser um importante
fator que fornece protecdo contra o dano neurolégico causado pelo estresse
oxidativo associado ao evento vascular isquémico (LEINONEN et al., 2000). Durante
a fase recente apos isquemia/reperfusdo, os antioxidantes podem ser mobilizados,

embora essa capacidade possa ser limitada, em funcéo do tempo, pela sua baixa



disponibilidade ou excessivo estresse oxidativo (ALEXANDROVA; BOCHEV, 2005).

Isquemia Cerebral Experimental

Diferentes modelos animais séo utilizados para estudar a susceptibilidade de
populacbes neurais as lesBes isquémicas e mecanismos que envolvem a
degeneracgéo celular (CHOI; MAULUCCI-GEDDE; KRIEGSTEIN, 1987). A isquemia
do prosencéfalo por oclusdo de dois vasos foi o primeiro modelo proposto para
estudar o fluxo sanguineo cerebral, o estado metabdlico e as alteracbes acidas
bésicas dos encéfalos de ratos submetidos a isquemia. Este modelo proporciona
alto grau de isquemia reversivel do prosencéfalo, o que é conseguido a custa da
oclusdo da artéria carétida comum bilateralmente, combinada com hipotenséo
arterial sistémica suficiente para reduzir de forma acentuada o fluxo sanguineo
cerebral do prosencéfalo (COLLI; SILVA; CARLONI, 1998).

Outro modelo de isquemia realizado em ratos Wistar é por oclusdo de quatro
vasos, as duas ACCs a ambas as artérias vertebrais (PUSINELLI; BUCHAN, 1988).

O modelo de compressao provocando uma isquemia prosencefalica bilateral
descrito em ratos Wistar consiste na infusdo de liquido encéfalo-raquidiano (LCR)
artificial na cisterna magna, de modo a elevar a presséo liquédrica (PL) 20 a 70
mmHg acima da pressédo arterial, o que produz isquemia cerebral completa
(YOSHIDA et al., 1982).

O modelo de isquemia com elevacdo da PL foi desenvolvido por Busto e
Ginsberg (1989), onde é produzida uma isquemia hemisférica unilateral. Este
método consiste na oclusdo temporaria da artéria carétida comum e a elevacéo da

PL (40 a 45 mmHg), por infusdo de LCR artificial na cisterna magna.

O modelo hipoxia-isquemia original desenvolvido por Levine (1960) e Levine
Shon (1969) consistia na ligadura unilateral da ACC em ratos Wistar, seguido de
vinte e quatro horas de exposicdo gradual a um ambiente andxico por até 45
minutos, sem monitorizacéo fisiologica; foi subsequentemente refinado, instruindo-se
monitorizagcdo fisiologica e controles cuidadosos, caracterizacdo dos metabdlitos
cerebrais e da histopatologia (BROWN; BRIERLY, 1968).



No presente estudo foi utilizado um modelo experimental de isquemia global
reversivel do prosencéfalo por oclusdo de dois vasos (ACCs), sem manobras ou
recursos acessorios, em ratos da linhagem Wistar. Em estudo de Muniz, Faria e
Vasconcelos (2004) a oclusao bilateral das artérias carétidas comuns produziu
isquemia global transitéria parcial, comprovada pela reducdo de ATP no tecido
cerebral, com repercussédo sistémica. As alteracdes metabdlicas mais significativas
foram verificadas nos primeiros minutos de reperfusdo, caracterizadas pela
mobilizacdo e consumo de substratos energéticos sistémicos e consequente
superproducao de ATP, tipificando a “lesdo de reperfusdo”. O modelo experimental
mostrou-se simples e reprodutivel, tendo sido por este motivo utilizado como
ferramenta para estudo da administracdo da L-alanil-glutamina (Ala-GIn) na

isquemia e reperfuséo cerebral.

Dipeptideo

Trinta minutos antes da inducéo da anesthesia, L-alanil-glutamina em solugéo
a 20% (0,75g/kg) foi administrada por via endovenosa. A dose utilizada no presente
estudo foi baseada em experimentos prévios (Nogueira et al, 2010, Alves et, 2010,
Cunha Filho, 2011).

Glutamina e L-alanil-glutamina

A glutamina € o aminoacido livre mais abundante no muasculo e no plasma
humano, sendo também encontrada em concentragcdes relativamente elevadas em
muitos tecidos (MURPHY, 1999). Seu peso molecular é de 146,15 kDa. E instavel
em solucdo, particularmente em acido, ou quando estocada por periodos
prolongados, podendo resultar na geragcéao de produtos téxicos, como o glutamato, o
gue tem limitado o seu uso (KHAN, 1991). Esse problema, no entanto, tem sido
superado pela adicdo de aminoacidos a molécula de glutamina, formando
compostos estaveis e altamente soluveis, como a alanil-glutamina. O uso da alanil-
glutamina tem-se mostrado bem tolerado, seguro (FURST; ALBERS; STEHLE, 1989;



FURST; POGAN; STEHLE, 1997) e eficaz, tanto em estudos clinicos (TREMEL,
1994; MORLION, 1998), quanto experimentais (CARNEIRO-FILHO, 2003;
CARNEIRO-FILHO, 2004a; BRITO, 2005).

A existéncia da glutamina (GIn) foi considerada pela primeira vez por
Hlaziwetz e Habermann, em 1873, quando sugeriram que a amodnia encontrada em
hidrolisados protéicos era o resultado da sua liberacdo a partir de glutamina e
asparagina. O isolamento da glutamina a partir do hidrolisado protéico foi descrito
em 1932 e a presenca de enzimas que catalisam a sintese e a hidrélise de
glutamina foi descrita primeiramente em 1935 por Sir Hans Krebs. Os
conhecimentos dos aspectos relativos as vias de sintese e degradacao da glutamina
aumentaram significativamente nos anos seguintes, porém pouco progresso no
entendimento das funcées metabdlicas desse aminoécido foi encontrado entre 1940
e 1950 (Curi, 2000).

A molécula de glutamina compreende cinco carbonos e tem muitas fungdes

metabdlicas importantes. Devido a sua larga distribuicdo em todo o corpo e por ser

constituida por dois grupos amina (NH+), a glutamina participa da transferéncia de
nitrogénio e carbono entre os tecidos (ALBERTINI; RUIZ, 2001). Esse efeito é
particularmente importante no sistema nervoso central, onde a metabolizacdo de
aminodcidos resulta na producdo de grupamentos de amdnia, 0s quais sdo toxicos
em grandes quantidades. A sintese da glutamina protege o organismo, o cérebro em
particular, da toxicidade da amdnia.

A amobnia pode ser incorporada as moléculas de glutamina e,
posteriormente, liberada no figado para a sintese mitocondrial da uréia, produto final
do metabolismo dos aminoécidos, e excretado pelos rins. A glutamina é precursora
do glutamato neuronal, que é o principal mediador dos sinais excitatérios do Sistema
Nervoso Central (SNC) dos mamiferos. Neste sentido, este aminoacido tem um
papel importante na ligagdo metabdlica entre neurénios e células glia. Alteracdes na
sua sintese podem resultar em acumulo de glutamato nas células gliais e reducao
na sintese de glutamato nos neurdnios. Contudo, a fungcdo da glutamina nao se
limita simplesmente a sintese de glutamato, mas tem uma participacdo muito mais
ampla no metabolismo do sistema nervoso. Existe uma grande interacdo da

glutamina com o metabolismo energético das células neurais, tanto no sentido de



gerar diretamente substratos para a producao de energia como sua acao de regular
a utilizacédo de outros metabdlitos pelo SNC (CURI, 2000).

O ciclo glutamina-glutamato que ocorre entre as células da glia e as
terminacdes nervosas € mantido através de constante e rapida captacdo de acido
gama-aminobutirico (GABA) e glutamato, liberados por determinadas terminagfes
nervosas e prontamente captadas por astrécitos, localizados nas proximidades
destes. No interior dos astrécitos, estes aminoacidos sdo convertidos em glutamina,
que logo em seguida € exportada e captada por terminacdes nervosas, para gerar
novos heurotransmissores (CURI, 2000). A glutamina também participa na
manutencao do equilibrio acido-basico através do transporte de ions amonio para o0s

rins, possibilitando sua posterior eliminagéo pela urina (SMITH; WILMORE, 1990).

As primeiras evidéncias de que a glutamina possui propriedades metabdlicas
importantes surgiram em 1955, quando Eagle demonstrou que a glutamina é
importante para o crescimento e manutencdo de células em cultura. Resultados
semelhantes foram posteriormente encontrados para diferentes tipos de tecidos e
células, demonstrando ser esse aminoacido precursor de nucleotideos e de outras
moléculas, além de substrato energético para a proliferacdo celular (Curi, 2000). A
glutamina do organismo advém da producdo enddégena, somada a aquisicdo pela
dieta, apresentando uma boa absorcdo pelos enterdcitos (MASSAMBANI;
BAZOTTE, 1998). A sua sintese envolve a adicdo de um grupamento amina a
molécula de glutamato, catalizada endogenamente pela glutamina sintetase. Em
condi¢cdes normais, a producdo enddgena sozinha responde pelas necessidades de
glutamina, por isso, tradicionalmente, a glutamina era considerada um aminoacido
nao essencial (DARMAUND et al., 1994).

No entanto, seus estoques podem ser depletados na vigéncia de estados
catabdlicos, como trauma cirdrgico, infec¢do, jejum prolongado, exercicio
extenuante, queimaduras extensas e infeccdo. Nesses casos, a concentracdo de
glutamina plasmatica declina, podendo ficar abaixo da metade dos valores normais,
o que reflete sua maior utilizacdo por leucdcitos, enteroécitos, fibroblastos e outras
células, cuja atividade é estimulada nessas situacdes (PETERSEN, 1996;
FURUKAWA, 2000; NEWSHOLME, 2001; BARBOSA, 2003). Faz-se entao,

necesséria a suplementacdo de glutamina por meio da dieta, para a manutencao de



seus niveis plasmaticos fisiolégicos. Por isso, a glutamina tem sido caracterizada
como um aminoacido condicionalmente essencial (LACEY, 1990; GARCIA DE
LORENZO et al., 2003).

A glutamina também € muito importante para 0S processos mitéticos por
exercer um papel essencial na sintese de precursores de macromoléculas celulares
e na geracao de energia, sendo substrato para a gliconeogénese. Por isso, €
utilizada rapidamente, como combustivel oxidativo por células de intensa atividade
mitotica, incluindo linfécitos, fibroblastos, enterécitos e células tumorais
(NEWSHOLME et al., 1999). Os grupamentos NH2 da glutamina ainda podem ser
utilizados para a producdo de novos aminodcidos ou incorporados a purina e
pirimidinas, na sintese de acidos nucléicos. Ademais, tem sido demonstrado que a
glutamina, através da conversdo a glutamato, € um importante precursor na sintese
de glutationa, o principal antioxidante intracelular (HONG et al., 1992; DENNO et al.,
1996; YU et al., 1996; YU; JIANG,; LI, 1999.), essencial para o funcionamento celular
normal (NEWSHOLME, 2001).

Pelas propriedades da glutamina, supde-se que a diminuicdo da
disponibilidade desse amino&cido pode levar ao comprometimento da funcao imune
por alteracbes na capacidade de proliferacdo das células envolvidas. Curi e
colaboradores (1995) evidenciaram que a glutamina age em neutréfilos normais in
vitro, aumentando sua atividade bactericida. Também tem-se apontado a
importancia do metabolismo da glutamina na funcdo de macréfagos, durante
reacOes inflamatérias e imunoldgicas, provavelmente via liberacdo de citocinas
(COSTA ROSA,; SAFI; CURI, 1994.).

Dentre as principais funcfes deste aminoacido estdo: precursora de
nitrogénio para a sintese de nucleotideos; manutencdo do balangco &cido-base
durante acidose; transferéncia de nitrogénio entre érgaos; detoxificacdo da amonia;
crescimento e diferenciacdo celular; possivel regulador direto da sintese e
degradacdo proteica; fornece energia para as células de rapida proliferacdo, como
enterocitos e células do sistema imune; veiculo de transporte de cadeia carbonica
entre os 0rgaos; age como precurssora da ureogénese e gliconeogénese hepética, e
de mediadores, como o0 GABA e glutamato; fornece energia aos fibroblastos,

aumentando a sintese de colageno; promove melhora da permeabilidade integridade



bY

intestinal; aumenta a resisténcia a infeccdo por aumento da funcdo fagocitaria;
substrato para a sintese da glutationa e estimula a sintese de citrulina e arginina
(NOVELLI et al. 2007).

A diminuicdo da disponibilidade de metabdlitos e oxigénio durante a isquemia
pode induzir a perda da viabilidade celular causada por uma onda excitotéxica
devido a um aumento na liberagdo de aminoacidos excitatorios. Este processo,
poderia comprometer as defesas antioxidantes celulares, causando o

comprometimento de fungdes vitais desempenhadas pelo SNC.

Ha, portanto, a necessidade da realizacdo de trabalhos experimentais,
visando investigar neuroprotecdo e o comportamento de varias das vias de proteinas
quinase. O presente estudo visa tentar elucidar a acdo do pré-condicionamento com
o nutracéutico l-alanil-glutamina sobre possivel protecdo neuronal e sobre a
modulagdo de algumas das vias intracelulares das proteinas quinases frente a

isquemia/reperfuséo cerebral.

2 OBJETIVO

2 .1 Objetivo principal

O presente estudo visa investigar o efeito pré-condicionante do nutracéutico
dipeptideo l-alanil-glutamina  (l-ala-gln) em modelo de inducdo de

isquemial/reperfusao cerebral global em ratos.

2.1 Objetivos Secundarios

1. Verificar o papel do pré-condicionamento utilizando l-ala-gin no

desenvolvimento e instalacdo do edema cerebral apés a lesdo de



isquemia/reperfusao.

2. Analisar se o0 dipeptideo glutamina detém acdo pré-condicionante
neuroprotetora sobre a sobrevivéncia/morte neuronal frente a lesdo de

isquemia/reperfusao.

3. Ajudar elucidar se o pré-condicionamento com I-alanil-glutamina é capaz de
promover acdo moduladora sobre algumas das vias intracelulares de
proteinas quinases (AKT, ERK, JNK, P38, P70, STAT3, STAT5 e CREB), no

que concerne a neuroprotecao, frente a leséo de isquemia/reperfuséo.

3 MATERIAL E METODO

3.1 Desenho do estudo e aspectos éticos

Estudo experimental com o uso de animais vivos e controle intra-individuo,
realizado de acordo com as Normas Internacionais para a Pesquisa Biomédica em
Animais (1990) e de acordo com a Lei Federal no. 6.638, de 08 de maio de 1979.

Foi realizado em animais de laboratério, no Biotério do Departamento de
Cirurgia, Secao de Cirurgia Experimental da Faculdade de Medicina, pertencente a
UFC.

Os protocolos experimentais foram executados de acordo com as diretrizes

aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) do Departamento de



Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceard (UFC) para uso de
animais experimentais (68/08), (Anexo 1).

As condicdes, desde alojamento até o bem estar geral dos animais foram
controladas pela direcdo do biotério e os procedimentos basearam-se nos principios
das 3Rs (“Replacement, Reduction, Refinement”). Os animais foram manipulados de
acordo com o0s principios éticos estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA). Todos os esforcos foram realizados no sentido de

reduzir o numero de animais utilizados.
3.2 Animais

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus,
Rodentia Mammalia) procedentes do Biotério Central da Universidade Federal do

Ceara (UFC) e mantidos no Laboratorio de Cirurgia Experimental — LABCEX.

A média de idade dos animais com peso médio de 280-300g. Todos receberam
racdo padrdo e agua ad libitum, e foram mantidos nas mesmas condicbes
ambientais. Durante os experimentos, foram previamente deixados em jejum durante
12 horas.

3.3 Delineamento experimental

3.3.1 Grupos e procedimentos

Os animais foram distribuidos de forma randémica em 6 grupos: Sham 1h
(Solucéo salina com falsa isquemia/reperfusdo 1h); Sham 24h (Solucdo salina com
falsa isquemia/reperfusdo 24h); SS+I/R 1h (Solucdo salina seguida de
isquemia/reperfusdo  1h); SS+I/R 24h (Solugdo salina seguida de
isquemia/reperfusdo 24h); GIn I/R 1h (L-alanil-glutamina seguida de
isquemia/reperfusdo 1h) e GLN /R 24h (L-alanil-glutamina seguida de

isquemial/reperfusdo 24h).

3.3.2 Anestesia



Os ratos foram anestesiados, por uma injecao intramuscular, de uma solugao
composta por xilazina (10mg/kg) e ketamina (90gm/kg). A temperature retal foi

também monitorada com um termdmetro digital e mantida de 35-37°C.

3.3.3 Técnica Cirurgica

Os animais foram acomodados em bancada cirdrgica durante todo o
procedimento. As disseccbes foram realizadas com instrumental microcirdrgico
adequado. Foi realizado controle rigoroso dos tempos, frequéncia respiratéria e
temperatura (termémetro retal) dos animais durante todo o procedimento cirdrgico.
Apds a anestesia, foi realizada tricotomia seguida de incisdo na regido femural e
injetado solucdo de Ala-GIn ou solucdo salina na veia femural de acordo com o
protocolo experimental. Passados 30 minutos da infusao iniciava-se o procedimento

cirargico.

3.3.3.1 Procedimento Inicial

Procedeu-se cervicotomia mediana longitudinal anterior com individualizagéao
e isolamento bilateral das ACCs a 0,5cm de sua bifurcacdo em artérias carétidas

externa e interna (ponto de ocluséo).
3.3.3.2 isquemia e Reperfusao

Estabelecimento da isquemia/reperfusdo cerebral de acordo com as
manobras cirdrgicas previstas para cada grupo, realizou-se oclusao bilateral, ou
falsa oclusdo — sham, e concomitante das ACCs com clipes vasculares tipo bulldog
(FIGURA X). Durante todo o tempo, a regiéo foi irrigada com solucdo de cloreto de

sodio a 0,9% estéril para prevenir a desidratacdo tecidual.



Apés a realizacao de todas as manobras cirargicas planejadas, e passado o periodo
de reperfusdo (1h e 24h), sob efeito anestésico adequado, os animais foram
decapitados e imediatamente apds foi realizada a craniectomia, utilizando-se
micromotor elétrico de 20.000 rpm para osteotomia (Micromotor Elétrico LB 100 —
Beltec ®) acoplado a um disco de corte, procedendo-se posterior abertura dural para



acesso e extracao dos hemisférios cerebrais.

3.3.3.3 Histopatologia do hipocampo

O cérebro foi removido da caixa craniana e quarto seccdes coronais foram
realizadas (2 mm cada) e em seguida sofreram imersao e fixacdo em formalina por
24 horas antes de serem transferidas para um solugcéo de etanol a 70%, quando
foram processadas, embebidas em parafina, e cortadas para gerar fatias de 5 ym, e
montadas em laminas. As laminas foram coradas utilizando hematoxilina e eosina. A
extencdo da lesdo no hipocampo foi avaliada por um neuropatologista, sem
identificacdo dos grupos as quais as pertenciam, usando um microscopico
(Olympus, X400). O numero de neurdnios acidofilicos de cor vermelha (neurdnios
vermelhos) foram contados, como descrito por Kaku et al

The number of pink acidophilic dead neurons (red neurons) were counted,
as described by Kaku et al, 1993. Dano neuronal nas areas Cal e Ca2/Ca3 do
hipocampo foi expresso como percentual de células mortas em um total das

encontradas em um campo de microscopio com aumento de 400 vezes.

3.3.3.4 Medida do contetdo de agua cerebral

Vinte e quatro horas ap6s os procedimentos cirdrgicos (falsa our
isquemial/reperfusdo cerebral real), os ratos foram mortos e os cérebros removidos
como discrito acima. As pontes e o bulbo olfatério foram removidos e os cérebros
foram pesadow para obtencdo do péso molhado. Logo apds, os cérebros foram
secados a 110°C por 24 h para determinacdo do seu péso seco. A quantidade de

agua cerebral foi calculada pelo uso da seguinte férmula= (péso molhado/péso

sec0X100).

3.3.3.5 Estudo de sinalicdo intracellular pelas proteinas quinases

Imediatamente apos o tempo de reperfudo (1h e 24h), todo o hipocampo foi
cuidadosamente removido e rapidamente congelado em nitrogénio liquid e
armazenado a -80°C. Espécimes descongelados foram pulverizados com
homogeneizador elétrico (ultra-Turrax homogenizer, Sigma, St. Louis, MO, USA),
contendo uma solugéao tampéao de lise e entdo transferidos para tubos de ensaio com

um cocktail inibidor de protease e centrifugado a 14.000 rpm. Os sobrenadantes



foram submetidos ao ensaio pelo método acido bi-cincrébnico, com kit de ensaio
protéico (Pierce, Rockford, IL, USA) para, de forma padronizada, obter 50 ug de
proteina de cada amostra. Um ensaio com um kit MILLIPLEX Rat 9 — Plex Multi-
detector € um meétodo rapido, € uma conveniente alternative ao Western Blotting
(Pathway Magnetic Bead Kit). Este kit foi utilizado para detector mudancas nas
quinases fosforiladas: ERK/MAP quinase 1/2 (Thr185/Tyr187), Akt (Ser473), STAT3
(Ser727), JNK (Thrl183/Tyrl85), p70 S6 kinase (Thr412), STAT5A/B (Tyr694/699),
CREB (Serl133), e p38 (Thrl80/Tyr1l82) em lisados celulares utilizando um sistema
Luminex. Os procedimentos de imunoprecipitagdo foram realizados de acordo com
0s guidelines do fabricante. Os dados foram expressos com valores médiosDP da

media da intensidade de fluorescéncia (MFI).



3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados pelo teste de normalidade de Kolmogorov-
Smirnov para testar sua distribuicdo. Os dados com distribuicdo normal foram
submetidos a anadlise de variancia simples (ANOVA), e em seguida, ao teste de
comparacdes multiplas de Tukey (para comparacfes entre trés ou mais grupos), e
0s resultados expressos como médiazDP. Dados ndo parameétricos (histopatologia)
foram expressos como medianas e percentil (25-75), e analisados pelo teste de

Mann Whitney. O nivel de significancia fo estabelecida em 5%.

4 RESULTADOS
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Dados expressos como MédiatPercentil — Teste de Mann-Whitney
P =0,0286 quando comparado Ala-GIn+|/R 1h vs SS+I/R 1h

Figura N1



Contagem de Neurdnios Vermelhos

80~
<
(]
60+
(¥, ]
i,
S 40~
=
(¥, ]
©
E 20~ "
W
o ]
o

0 | T

N e
o
u@' Na
& o
N
o

Dados expressos como MédiatPercentil — Teste de Mann-Whitney
P =0,0290 quando comparado Ala-GIn+I/R 24h vs SS+I/R 24h

Figura N2

4.1 QUINASES
4.1.1 Proteina quinase B (AKT)



Houve diminuicdo significante da expressao da AKT nos ratos tratados com
salina apo6s 1 h (p<0,05) e apds 24 h de isquemia (p<0.0001). Nao foram observadas
diferencas significantes na comparacéo dos ratos tratados com Ala-GlIn apés 1/24h

de isquemia, comparados aos respectivos controles (Tabela X1 e Figura X1).

TABELA X1 - Expressao da Proteina quinase B (AKT) nos ratos tratados com
solucdo salina ou Alanil-Glutamina e submetidos a isquemia / reperfusédo

cerebral, apds 1 e 24h do procedimento cirurgico

GRUPOS
ALA-GLN+I/R  ALA-GLN+I/R
Sham 1h Sham 24 h SS+I/R 1h SS+I/R 24h 1h 24h
57,83+4,88 61,50+3,78 51,42+4,50 * 51,33+2,58™** 54,42+5,10 52,00+4,06

*p<0.05 - SS+IR 1h vs Sham 1h; ***p<0,0001 SS+IR 24h vs Sham 24h
Teste t de Student (ndo pareado)
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FIGURA X1 - Expresséo da Proteina quinase B (AKT) nos ratos tratados com solucdo salina

ou Alanil-Glutamina e submetidos a isquemia / reperfusdo cerebral, apés 1 e 24h do
procedimento cirdrgico.

Teste t de Student (ndo pareado) *p=0,05, ***p<0.0001
A - O modelo B= O efeito droga
4.1.2 Quinase extra-celular sinal-regulada (ERK)

Houve diminuicdo significante da expressdo da quinase ERK nos ratos
tratados com salina (p<0,01) e nos ratos tratados com GLN (p<0,01), 24 h apds a
isquemia. Houve aumento significante da expressao da quinase ERK nos nos ratos
tratados com GLN (p<0,01), 1 h ap6s a isquemia (Tabela X2 e Figura X2).



TABELA X2 - Expressao da Quinase extra-celular sinal-regulada (ERK) nos

ratos tratados com solucéo salina ou Alanil-Glutamina e submetidos a isquemia

/ reperfuséo cerebral, apos 1 e 24h do procedimento cirargico

Sham 1h Sham 24 h

GRUPOS

ALA-GLN+I/R ALA-GLN+I/R

SS+I/R 24h 1h 24h

1181,00+540,70 1194,00+431,80

344,30+121,90

525,50+143,40**  482,10+138,80** 285,80+122,10**

**p<0,01 - SS+I/R 1h vs Sham 1h **p<0,01- ALA-GLN+I/R 1h vs SS+I/R 1h
**n<0,01 - SS+I/R 24h vs Sham 24h **p<0,01- ALA-GLN+I/R 24h vs SS+I/R 24h

Testes:ANOVA / Tukey
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FIGURA X2 - Expressao da Quinase extra-celular sinal-regulada (ERK) nos ratos tratados com

solucdo salina ou Alanil-Glutamina e submetidos a isquemia / reperfusdo cerebral, apés 1 e

24h do procedimento cirargico.

Teste t de Student (ndo pareado) =p=0,05, ***p<0.001. ***p<0.0001

A - O modelo B= O efeito droga

4.1.3 Quinase com N-terminal C-Jun (JNK)

Houve aumento significante da expressdo da quinase JNK nos ratos tratados
com salina (p<0,0001) 24 h apos a isquemia. Houve diminuigcdo significante da
expressdo da quinase JNK nos ratos tratados com ALA-GLN (p<0,001), 1 e 24 h

apos a isquemia. Tabela X3 e Figura X3).

TABELA X3 - Expressao da Quinase com N-terminal C-Jun (JNK) nos ratos




tratados com solucdo salina ou Alanil-Glutamina e submetidos a isquemia /

reperfusdo cerebral, apds 1 e 24h do procedimento cirdrgico

GRUPOS
ALA- ALA-
Sham 1h Sham 24 h SS+I/R 1h SS+I/R 24h GLN+I/R1h  GLN+I/R 24h
2327,00£135,20  1085,00:282,10  2424,00+191,50 2151,00+420,00 1004,00+295,60 161,00+225,60***
K%k *k*k

***n<0,0001 - SS+I/R 24h vs Sham 24h ***p<0,0001 ALA-GLN+I/R 1h vs- SS+I/R 1h
***n<0,0001 ALA-GLN+I/R 24h vs- SS+I/R 24h

Teste t de Student (ndo pareado)
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FIGURA X3 - Expressdo da Quinase extra-celular sinal-regulada (ERK) nos ratos tratados
com solugdo salina ou Alanil-Glutamina e submetidos a isquemia / reperfuséo cerebral, apés

1 e 24h do procedimento cirargico.
Teste t de Student (ndo pareado) **p<0.0001
A - O modelo B= O efeito droga
4.1.4 Quinase da proteina mitogen-ativada (P38)

Houve diminui¢céo significante da expressédo da quinase P38 nos ratos tratados
com salina 1 h (p<0,01) e 24h (p<0,0001) de isquemia e apdés 24h nos ratos
submetidos a'l/R cerebral, comparados aos respectivos controles. Houve aumento
significante da expressao da quinase P38 nos ratos tratados com Ala-GIln ap6s 1 h
de I/R cerebral Tabela X4 e Figura X4).

TABELA X4 - Expressdo da Quinase da proteina mitogen-ativada (P38) nos

ratos tratados com solucao salina ou Alanil-Glutamina e submetidos a isquemia




/ reperfus@o cerebral, apos 1 e 24h do procedimento cirurgico

GRUPOS
ALA-GLN+I/R ALA-
Sham 1h Sham 24 h SS+I/R 1h SS+I/R 24h 1h GLN+I/R 24h

78,25+6,46 78,42+5,89 64,50+4,43* 69,92+5,63***  73,67+4,13** 68,30+7,60

*p<0,05- SS+I/R 1h vs Sham 1h ***p<0,0001 SS+I/R 24h vs Sham 24h
***<0,001 ALA-GLN+I/R 1h vs- SS+I/R 1h

Teste t de Student (ndo pareado)
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FIGURA X4 - Expressao da Quinase da proteina mitogen-ativada (P38) nos ratos tratados
com solucdo salina ou Alanil-Glutamina e submetidos a isquemia / reperfuséo cerebral, ap6s
1 e 24h do procedimento cirurgico.

Teste t de Student (ndo pareado) *p<0.05 **p<0.01***p<0.0001

A - O modelo B= O efeito droga

4.1.5 Quinase da proteina ribossomal S6 (P70)

Houve diminuicdo significante da expressdo da quinase P70 nos ratos do
grupo SHAM 24h comparado ao grupo SS-IR 24h (p<0,05). Houve aumento
significante da P70 nos ratos tratados com GLN (p<0,05 e p<0,0001), 1h e 24 h
apos a isquemia, comparados aos respectivos controles (SS+IR 1h e SS+IR 24h)

TABELA X5 - Expressao da Quinase ribossomal S6 (P70) nos ratos tratados
com solucédo salina ou Alanil-Glutamina e submetidos a isquemia / reperfusdo

cerebral, apds 1 e 24h do procedimento cirurgico

GRUPOS
ALA-GLN+I/R
Sham 1h Sham 24 h SS+I/R 1h SS+I/R 24h 1h ALA-GLN+I/R 24h




54,08+4,32*
56,83+4,96 62,33+5,28 60,67+2,99 66,83+5,27* 66,50+2,34***

*p<0.05 - SS+I/R 24h vs Sham 24h **p<0.05 - GLN+I/R 1h vs SS+IR 1h ***p<0,001
GLN+I/R 24h vs SS+I/R 24h. Teste t de Student (ndo pareado)
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FIGURA X5 - Expressao da Quinase da proteina Serina / treonina (P70) nos ratos tratados
com solugédo salina ou Alanil-Glutamina e submetidos a isquemia / reperfuséo cerebral, apds
1 e 24h do procedimento cirlrgico.

Teste t de Student (ndo pareado) *p<0.05 **p<0.01***p<0.0001

A - O modelo B= O efeito droga

4.2 TRANSDUTORES DE SINAL E ATIVADORES DA TRANSCRICAO

4.2.1 - Transdutor de sinal e ativador da transcricao 3 (STAT 3)

Houve aumento significante da expressdao do STAT 3 nos ratos do grupo
SS+IR 24h vs. SHAM 24h e no grupo GLN+IR 24h comparado ao grupo SS+IR 24h
(p<0,001) (Tabela X6 e Figura X6).

TABELA X6 - Expressdo do STAT 3 nos ratos tratados com solucéo salina ou
Glutamina e submetidos a isquemia / reperfusdo cerebral, apés 1 e 24h do

procedimento cirdrgico

GRUPOS
Sham 1h Sham 24 h SS+I/R 1h SS+I/R 24h GLN+I/R 1h GLN+I/R 24h
39,67+6,71 39,00+2,97 45,17+2,14 42,75+1,72* 43,42+3,38 47,60+2,97**

*p<0.05- SS+IR 24h vs Sham 24 h; **p<0.01- ALA-GLN+I/R 24h vs SS+IR 24h
Teste t de Student (ndo pareado)
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FIGURA X5 - Expressdo do STAT 3 nos ratos tratados com solucéo salina ou Glutamina e

submetidos a isquemia / reperfusado cerebral, apés 1 e 24h do procedimento cirargico.

Teste t de Student (ndo pareado) *p<0.05 **p<0.01A - O modelo B= O efeito droga

4.2.2 - Transdutor de sinal e ativador da transcricdo 5 (STAT 5)

N&o foram observadas diferentes significantes na comparacdo dos grupos

submetidos a isquemia/reperfusdo comparados aos controles (Tabela X7, Figura X7)

TABELA X7 - Expressao do STAT 5 nos ratos tratados com solugéo salina ou
Glutamina e submetidos a isquemia / reperfusdo cerebral, apdés 1 e 24h do

procedimento cirdrgico

GRUPOS
Sham 1h Sham 24 h SS+I/R 1h SS+I/R 24h GLU+I/R 1h GLU+I/R 24h
70,17+5,27 72,5+2,81 72,33+3,61 72,33+3,43 73,83+4,83 70,6+3,36

Teste t de Student (ndo pareado) diferengas néo significantes

A B
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FIGURA X7 - Expressédo do STAT 5 nos ratos tratados com solugdo salina ou Glutamina e

submetidos a isquemia / reperfuséo cerebral, apds 1 e 24h do procedimento cirdrgico.

Teste t de Student (n&o pareado) diferengas nao significantes

A- O modelo B= O efeito droga

4.3 Proteina de ligacdo em resposta ao cAMP (CREB)
Houve diminuicéo significante da expressdo do CREB nos ratos tratados com
salina (p<0,01) 1 e 24 h ap0s a isquemia e nos ratos tratados com GLN (p<0,5) 24h

apos a isquemia. (Tabela X9 e Figura X9).,

TABELA X8 - Expressdo do CREB nos ratos tratados com solugéo salina ou
Glutamina e submetidos a isquemia / reperfusdo cerebral, apoés 1 e 24h do

procedimento cirdrgico

GRUPOS
Sham 1h Sham 24h  SS+I/R1h  SS+/R24h  GLN+I/R 1h GLN+I/R 24h

53,40+2,30*
57,5045,50 57,00+3,95 49,00+4,52** 45,75+2,50**  53,08+2,54

*p<0,05 SS+I/R 1h VS SHAM 1H ;. **p<0,001 SS+I/R 24h vs SHAM 24h vs
**p<0,001 - ALA-GLN 24h vs SS+I/R 24h
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FIGURA X8 - Expressdo da Proteina de ligagdo em resposta ao cAMP (CREB)nos ratos
tratados com solugdo salina ou Alanil-Glutamina e submetidos a isquemia / reperfusédo
cerebral, ap6s 1 e 24h do procedimento cirdrgico.

Teste t de Student (n&o pareado) *p<0.05 ***p<0.001

A - O modelo B= O efeito droga




5 DISCUSSAO

Nutracéuticos tém sido usados ou como feramenta de pré-condicionamento
ou como tratamento a fim de modular a resposta metabdlico/oxidativa ao trauma,
dentre os quais, a lesdo de isquemia/reperfusdo (Vasconcelos et al, 2011). Pré-
condicionamento com I-alanil-glutamina em esquilos da mongdlia submetidos a
isquemial/reperfusdo cerebral tem sido reportado como capaz de reduzir o estresse
oxidativo no tecido cerebral (Pires et al, 2011) e de reduzir, em ratos, a area de
morte cerebral consequente da lesdo de I/R cerebral global (Nogueira, 2010). Pés-
condicionamento cerebral isquémico é a inducéo de breve periodos de I/R antes da
realizacdo da lesdo isquémica, e tem sido demonstrado promover efeitos
neuroprotetores. O pds-condicionamento isquémico resulta em significante aumento
na expressdo da enzima glutamina sintetase (GS) comparados grupos poés-
condicionados com grupos sham. Isto sugere que elevacdo da atividade da GS apos
a I/R constitui-se em mecanismo neuroprotetor (Zang et al, 2011), ressaltando a
relevancia da disponibilidade de glutamina para o tecido cerebral lesionado. O pré-
condicionamento com l-alanil-glutamina aumenta a disponibilidade de glutamina, a
qual e utilizada por tecidos ricos em glutaminase. A prévia utilizacdo de l-ala-gln, por
via endovenosa, tem sido demonstrada diminuir necrose cerebral em modelo de rato
submetido a I/R cerebral global, promovendo portanto neuroprotecdo (Nogueira,
2010).

Jiedu Tongluo, uma injecdo com extrato complexo de ervas, tem sido
demonstrado apresentar um efeito protetor sobre o cérebro de ratos contra o edema
cerebral induzido pela lesdo cerebral focal de I/R (Wu et al, 2014). In vitro, uma nova
liga mutidirecionada (JM-20 — 1 e 10 yM) administrada durante a reperfusado reduziu
significantemente a morte celular em segmentos de tecido do hipocampo
submetidos a deprivacao de oxigénio e glicose. In vivo, tratamento com JM-20 (4 e
8mg/kg) diminuiu significantemente os escores de déficit neuroldgico, a formacédo de
edema, os volumes de infarto cerebral e alteracBes histologicas em diferentes
regides do cérebro (Nufiez-Figueredo et al, 2014). Rapamicina teve acdo na melhora
da progressdo do edema cerebral apds a leséo de reperfusédo agindo por meio da
manutencdo da integridade da barreira hemato-encefalica e pela inibicdo das
expressoes da metaloproteinase 9 e da aquaporina 4 (AQP4) (Guo et al, 2014). No

presente estudo, a lesdo de I/R causou edema 24h apoés a reperfuséao (Fig E1). O



pré-condicionamento com l-alanil-glutamina ndo apresentou nenhum efeito sobre o
desenvolvimento do edema cerebral 24 h apés a lesdo global de
isquemia/reperfusdo (Fig E2).

Infusdo intra-venosa prévia de l-ala-gln em esquilos da Mongolia submetidos
a lesdo cerebral de isquemia/reperfusdo demonstrou reducdo na degeneragao
nuclear (piquinose) e na morte cerebral (contagem de neurdnios vermelhos) no
tecido cerebral (Pires et al, 2011). Pré-condicionamento com misturas de o6leos
contendo elevada relacédo w-9/w-6 e baixa relagao w-6/w-3 protegeu neurdnios do
hipocampo contra a lesdo de I/R em um modelo de isquemia/reperfusao cerebral
global agindo por meio da diminuicdo da contagem de neurdnios vermelhos em CA3
(Pinheiro et al, 2011). Oleos de peixe w-3 promoveram decréscimo no estado
oxidativo e em mudancas apoptoticas durante a isquemia em hipocampo do rato,
podendo a suplementacao dietética com 6leos n-3 ser benéfica para preservar ou
melhorar a doenca vascular isquémica cerebral (Bas et al, 2007). No presente
estudo, a administracdo endovenosa prévia de l-ala-gIn reduziu morte cerebral
(contagem de neurénios vermelhos) tanto 1h quanto 24h apds a inducéo de lesédo de
isquemia/reperfusao cerebral global em ratos (Figs. N1 e N2).

Enquanto o pré-condicionamento isquémico deflagra defesas contra um future
evento pela exposi¢cdo do hospedeiro a uma menor amostra do mesmo evento, 0
pré-condicionamento por oferta prévia de substrates ou nutracéuticos alarma genes
protetores para produzir enzimas e proteinas, incluindo as proteinas quinase,
tornando-as disponivel quando a lesao principal ocorre a fim de ensejar endurance e
de diminuir a magnitude da resposta a lesdo futura. As quinases tém sido
demonstradas desempenhar varios papeis sobre a lesdo de isquemia/reperfusdo em
varios orgaos em estudos experimentais (Wang et al, 2003; Gao et al, 2005; Sun et
al, 2007; Lei et al 2011; Lan et al, 2013; Lin et al, 2013; Deb et al, 2013; Chen et al,
2013).

A fosforilacdo da AKT resultou em decréscimo na lesé@o de I/R hepatocellular
e elevar a taxa de sobrevida em camundongos pré-condicionados com hélio (Zhang

et al, 2014). Sulfito de hidrogénio (H2S) € um potente vasodilatador com acéo

reguladora da homeostase cardiovascular. A fosforilaggdo da mTORC2 da AKT
parecer ser um mediador chave na inducéo de cardioprotecao por este vasodilatador
na lesédo de isquemia/reperfusdo (Zhou et al, 2014). Jang et al (2014) indicaram que
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0 pré-condicionamento com sulfato de hidrogénio € capaz de restaurar a funcao
neurolégica apos infarto cerebral por meio da promocdo de angiogénese. Ho S

estimulou a migracdo de células endoteliais, e a formacéo de tubos por meio da
sinalizacdo de P13K/AKT. Um estudo com indugao de I/R global cerebral indicou
que a combinacdo do complexo FKBP51-PHLPP2-AKT desempanha um papel
critico na mediacdo da morte cerebral em consequéncia da lesdo de
isquemia/reperfusao (Wei et al, 2014). No presente estudo, a lesdo cerebral de I/R
induziu reducdo nas concentracbes de AKT 1h apds a reperfusdo (Fig X1).
Entretanto, o pré-condicionamento com l-alanil-glutamina ndo resultou em mudancas
nas concentracdes desta quinase nem 1h ou tampouco 24 h apds a reperfusédo (Fig
X1).

A genisteina, um fitoestrégeno natural, tem sido sugerida como sendo
um agente neuroprotentor em potencial. Foi demonstrado em camundongos, pré-
condicionados com genisteina e submetidos a lesédo de isquemia/reperfuséo cerebral
focal, que houve aumento na fosforilacdo de EKR1/2 durante a reperfusdo com
consequente reducdo da severidade dos episodios de infarto cerebral subsequentes
(Wang et al, 2014). Flavonoides totais de Rhododendra simsii promoveram
significante recuperacédo do EEG de ratos em modelo de leséo de I/R cerebral global
provavelmente por mecanismo associado com o aumento da ativacdo de ERK1/2
(Guo et al, 2012). Os resultados oriundos do presente estudo indicaram reducao nas
concentracfes de ERK em tecido cerebral apés 1h e 24h da lesdo de I/R global. O
pré-condicionamento com o dipeptideo l-alanil-glutamina, por outro lado, elevou
significantemente a concentracdo cerebral de EKR 1h apés a reperfusao,
possivelmente propiciando neuroprotecdo neste tempo pdés-lesdo. Entretanto, 24h
apos a reperfusdo cerebral as concentracbes de ERK permaneceram baixas
seguindo o mesmo padréao do grupo submetido a I/R cerebral focal pré-condicionado

com solucao salina (Fig X2).

Tanto as vias do metabolismo energético quanto as da apoptose durante a
lesdo de isquemia/reperfuséo incluem o sinal de transduc&o da proteina quinase c-
JUN terminal (Gao et al, 2005). Huang et al (2012) estudaram os efeitos
neuroprotetores do extrato de astragalos utilizando um modelo de pingamento

bilateral da artéria carétida interna em camundongos para induzir I/R cerebral. Estes



autores demonstraram que o0 extrato de astragalos elevou significantemente a
sobrevida do neurdcito e reduziu tanto a taxa de apoptose quanto a reducdo da
expressdo da quinase JNK1/2. No presente estudo, a lesdo de I/R cerebral global
induziu elevacéo nas concentracdes de JNK 24h apos a reperfusdo. Por outro lado,
0 pré-condicionamento com l-alanil-glutamina reduziu as concentracées de JNK em
tecido cerebral tanto 1h quanto 24h apds a reperfusdo, podendo ter exercido efeito

neuroprotetor por reducdo da apoptose (Fig X3).

Estudo recente, utilizando leséo cerebral focal de I/R em ratos, sugere que a
proteina-7 morfogénica para tecido 6sseo (BMP-7) contribui para a tolerancia a
isquemia via pré-condicionamento cerebral isquémico (IPC) pela ativacdo da via de
sinalizacdo da quinase p38 MAPK (Guan et al, 2014). No presente estudo, a lesao
cerebral de I/R induziu diminuicdo nas concentracdes cerebrais de P38 tanto a 1h
quanto a 24h do inicio da reperfusdo. Por outro lado, o pré-condicionamento com I-
alanil-glutamina elevou as concentracbes de P38 em tecido cerebral 1h poés-

reperfuséo (Fig X4).

Extrato rico em flavonoids (FRE) oriundo da fruta Rosa laevigata Michx
melhorou a taxa de sobrevivéncia e previniu sequelas devido a leséo cerebral de I/R,
assim como danos histoldgicos. Os mecanismos envolvidos incluem diminuicao das
expressdes de NF-kB, INOS, MMP-9, COX-2, TNF-q, IL-1f, IL-4, IL-6, e redugao das
expressdes das vias de p-JNK, p-ERK e p38 em MAPK (Zhang et al, 2013). A
isquemia cerebral global transiente aciona a supressdo do processo de iniciacdo da
sintese protéica, o qual é controlada pela funcdo do reticulo endoplasmatico.
Mengesdorf et al (2002) utilizando um modelo de isquemia cerebral focal em
camudongos, investigaram mudancas decorrentes da isquemia nas concentracfes
de proteinas e nos estados de fosforilacdo dos fatores de iniciacdo elF2alpha, elF2B
epsilon, and elF4G1 and of p70 S6 quinase. A quinase p70 foi completamente
desfosforilada durante a isquemia, e a fosforilagdo ndo retornou aos niveis de
recuperagcdo completa apos a reperfusédo. A isquemia incompleta do cortex frontal e
do hipocampo foi induzida em ratos, por meio do modelo de oclusdo dos quatro
vasos, e a atividade da p70 avaliada. A atividade da p70(S6K), que foi inibida em
ambas as regides durante a isquemia, retornou aos valores encontrados em
controles, primeiro no hipocampo e depois no cortex (Martin de la Vega, 2001). A

quinase serina-treonina Aktl promove sobrevida celular, por meio da inibicdo de



apoptose. Um dos potenciais alvos de acdo da Aktl é a quinase p70S6. A
sinalizacdo de vias que promovem sobrevivéncias celulares, tais como Aktl e
p70S6, é suprimida em decorréncia de um evento de isquemia focal, fato este que
contribui para a morte neuronal apds a lesao isquémica (Janelidze et al, 2001). A
regulacdo da fosforilacdo protéica requer interagdes coordenadas entre as proteinas
quinases e as proteinas fosfatases. O receptor de glutamate metabotrépico acoplado
a proteina Galphaq (mGIuR)5 regula a elevacdo da ativacdo porfosforilagcdo de
MAPK/ERK1/2 e o aumento da fosforilacdo da tirosina (Tyr307) da PP2A, a qual é
dependente da ativacdo de uma familia de tirosina quinase chamada p60c-Src nos
neurénios (Mao, 2005). A proteina tirosina quinase, p70, é sabidamente sofrer
extensa fosforilagdo em treonina no seu terminal amino durante a mitose e pode
exercer um papel sobre a proliferacédo celular e sobrevida (Morgan et al, 1989). Os
presentes resultados demonstraram diminuicdo nas concentracdes tissulares
cerebrais de P70 em ratos submetidos a I/R 24 h poés-reperfusdo. De forma
contraria, o pré-condicionamento com l-alanil-glutamina elevou as concentracdes

cerebrais de P70 1h e 24h apoés a reperfuséo (Fig X5).

Durante a lesdo de I/R cerebal sinais transdutores e ativadores da transcricao
e ativacdo da quinase STAT-1 estdo associados com morte neuronal cerebral,
contribuindo para a leséo isquémica. Fludabarina, um inibidor especifico da proteina
STATL, inibiu o nivel de expresséo da STAT1 fosforilada em modelo de lesdo de I/R
cerebral focal (Xu et al, 2014). Etritropoetina (EPO) promove regeneracdo por meio
da proteina STAT3 e facilita a sobrevivéncia neuronal apds a lesao isquémica. As
proteinas quinases P-STAT1 e P-STAT3 encontraram-se ligeiramente diminuidos e
significantemente elevados, respectivamente, apds tratamento com EPO. Os autores
sugerem que a EPO exerce um efeito neuroprotetor por influenciarem a expressao
de STAT3 e STAT1 na area lesada pela I/R, utlizando um modelo de
isquemial/reperfusdo focal em ratos (Jiang et al, 2013). Por outro lado, efeitos
neuroprotetores tém sido obtidos por meio de limpadores de substancias reativas ao
oxigénio (ROS) e pela regulacdo negativa com reducdo da ativacdo de STAT3 (Lei
et al, 2011). Os resultados deste trabalho apontam para um aumento nas
concentracdes cerebrais de STAT3, em resposta a leséo de I/R cerebral global, 24h
apos a reperfusdo. O mesmo ocorreu no tecido cerebral de animais submetidos a I/R

cerebral global pré-condicionados com I-alanil-glutamina 24h apés a reperfuséo (Fig



X6).

Sun et al (2007) determinaram as alteracfes gerais da expressao do
gene STAT no hipocampo de ratos submetidos a I/R cerebral focal com o uso de
analises de microarray. Os resultados deste estudo sugerem que a expressao dos
genes STAT2, 5a, 5b e 6, assim como a sinalizagao da citocina (SOCS)4 estavam
elevadas pela isquemia, provavelmente devido a uma resposta compensatoéria do
cérebro, a qual pode exercer um papel protetor no tecido cerebral lesado. N&o
houve, no presente estudo, mudancas nas concentracdes da proteina STAT5, seja
em resposta a lesdo de I/R cerebral global ou como resultado do pré-
condicionamento com l-alanil-glutamina (Fig X7).

Calcitriol tem sido demonstrado promover neuroprotecdo contra a lesédo de
I/R. O efeito neuroprotetor do calcitriol foi investigado em ratos expostos a lesédo de
I/R cerebral induzida pela oclusdo da artéria cerebral media. A administracédo
intraperitoneal de calcitriol reduziu significantemente os volumes dos infartos
cerebrais sete dias apos a reperfusdo. Estes resultados foram acompanhados pela
elevacdo da atividade de p-CREB em neurénios do hipocampo (Fu et al, 2013). No
presente estudo, ndo houve elevacdo nas concentracdes da proteina CREB no
tecido cerebral de animais pré-condicionados com l-alanil-glutamina 24 h apds a
reperfusdo. Por outro lado, a lesdo de I/R cerebral global reduziu as concentracdes

cerebrais de CREB tanto 1h quanto 24h apds a reperfusédo (Fig X8).

O pré-condicionamento com l-alanil-glutamina parece ter efetivo neuroprotetor
pela modulacéo das vias intracelulares das proteinas quinases, ja que promoveu um
decréscimo nas concentracdes cerebrais de JNK, tanto a 1h, quanto a 24h da
reperfusdo. Por outro lado, induziu elevagédo nas concentracdes da proteina P70 em
tecidos cerebrais, tanto 1h, quanto 24h pos-reperfusdo. O pré-condicionamento com
este dipeptideo causou elevacédo precoce nas concentracdes cerebrais da proteina
P38, 1h apods a reperfusdo, e promoveu elevacdo tardia nas concentracdes em

tecidos cerebrais da proteina CREB 24 h apés a reperfuséao.

Mais estudos sdo necessarios para ajudar a elucidar modificacbes na
expressao de genes neuroprotetores, na atuacao de agentes anti-apoptoticos, e no

entendimento do papel dos diversos tipos de anti-oxidantes na protecéao da leséo de



isquemia/reperfusdo cerebral, tanto focal quanto difusa. Estudos experimentais e
clinicos devem ser envisados, visando protecdo contra o infarto cerebral ja ocorrido,
ou seja, estudos de poés-condicionamento contra a lesdo de reperfusdo com
possiveis futuras aplicacbes clinicas em individuos que ja chegam as unidades

tercidrias especializadas com a leséo isquémica instalada.



6 CONCLUSAO

1.

O pré-condicionamento utilizando I-alanil-glutamina, frente a lesdo de
isquemial/reperfusdo cerebral global, ndo modifica o desenvolvimento e
evolucdo do edema cerebral.

Promove neutroprote¢céo reduzindo morte celular neuronal por contagem de
neurdnios vermelhos.

O pré-condicionamento administrando [-alanil-glutamina tem acéo
neuroprotetora, por meio da modulacéo das vias intracelulares das proteinas
quinases, reduzindo as concentragbes cerebrais de JNK, e elevando as
concentracfbes em tecido cerebral das proteinas quinases P70, P38 e CREB,

apos a reperfusao.
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APENDICE

Sinalizadores Intracelulares Proteinas Quinases

ERK/MAP quinase 1/2 (Thr185/Tyr187)

A via MAPK/ERK €é uma cadeia de proteinas no interior da célular que envia um sinal
de um receptor na superficie da célula para o DNA no nucleo que expressa uma
proteina e produz mudancas na célula, tais como divisdo celular. Esta via inclui
muitas proteinas, tais como MAPK (mitogen-activated protein kinases), originalmente
chamadas de ERK (extracelular signal-regulated kinases), as quais se comunicam
pela adicao de grupos fosfatos para uma proteina na circunvizinhanca, a qual passa
a agir como um switch “liga”ou “desliga”. Esta via é também conhecida com a via
Ras-Raf-MEK-ERK. PAI-1 (inibidor do ativador do plasminogénio) desempenha um
papel anti-apoptotico em neurdnios por meio da prevencdo da desintegracdo das
redes neuronais formadas via sinalizagao pela via MAPK/ERK (Soeda et al, 2008).
GH e IGF-1 estdo relacionados a neuroprotecdo, regeneracdo e funcdo de
plasticidade no cérebro adulto. A via sinalizadora MAPK é requerida para que a
estimulacao proliferativa de IGF-1 in vitro, enquanto a via P13K/Akt ou MAPK/ERK
parece mediar efeitos anti-apoptoticos (Alberg et al, 2006).

Akt (Serd73)



Akt, também conhecida como proteina quinase B (PKB), é uma proteina especifica
serinal/treonina que desempenha um papel chave em mudltiplos processos celulares
tais como no metabolism da glucose, apoptose, proliferacdo celular, transcripcdo e
migracdo celular. NAP (davunetida) é um peptide contend 8 aminoécidos
(NAPVSIPQ) que tem sido demonstrado como um agente potente promotor de
neuroprotecao in vitro e in vivo. NAP reduziu o nimero de neurdnios apoptéticos por
meio da ativacdo da via PI-3K/Akt na regido cortical ou por ativacdo de ambas as
vias PI-3K/Akt e MAPK/MEK1 quinases no massa branca cerebral (Gozes, 2011).

STATS3 (Ser727)

O transdutor de sinal e ativador da transcricdo 3, também conhecido como STAT3, e
um fator de transcripcdo que nos humanos é codificado pele gene STAT3 (Akira,
1994). STAT3 medeia a expressdo de uma variedade de genes em resposta a
estimulos celulares, e desta maneira desempenha um papel chave em muitos
processos celulares tais como crescimento celular e apoptose. Lesdo ao tecido
neural induz a ativacdo da quinase STAT, e as STATs estdo sendo cada vez mais
reconhecidas por seu papel na sobrevivéncia neuronal. A STAT3, tem sido
estudada, e um crescente corpo de evidéncias na literature apontam investigacoes
sobre os efeitos regenerativos e protetores de fatores de crescimento e citocinas que
utilizama via STAT3 para mediar seus effeitos, em parte por meio da regulagéo para
cima da transcricdo de genes neuroprotetores e neurotréficos (Dziennis e Alkayed,
2008).

INK (Thr183/Tyr185)

Quinases c-Jun com terminal N (JNKs) foram originariamente identificadas como
quinases que se ligam a fosforilam c-Jun em Ser-63 e Ser-73 em seu dominio de
ativacao transcripcional. Elas pertencem a familia das proteinas quinases ativadas
por mitbgenos, e sdo responsivas a estimulos de estresse, tais como as citocinas,
irradiacdo ultravioleta, choque térmico e choque osmaético. Elas também
desempenham um papel nas vias de diferenciacéo celular e apoptose. Sua ativagao
ocorre por uma dupla fosforilacdo de residuos da treonina e tirosina, dentro de uma
localizacdo (motif) no subdominio da quinase VIII. Esta ativacdo ocorre por meio de
duas quinases MAP, MKK4 e MKK7; e JNK pode ser inativado por proteinas
fosfatases Serina/Treonina e Tirosina (Ip e Davis, 1998). Isquemia cerebral aciona
uma complexa seree de mecanismos bioquimicos e moleculares que danificam as
funcdes neuroldgicas por meio da quebra da integridade celular, mediadas por
sinalizacdo glutamatergica excitotoxica, desequilibrio ibnico, reagcbes com espécies
reativas ao oxigénio, entre outros. Estes intricados processos levam a ativacdo de
mecanismos sinalizadores envolvendo quinases dependentes de calico/calmodulina
(CaMKs) e proteinas quinases ativadas por mitogenos (MAPKS) tais como a quinase
com regulacéo de sinalizagdo extracellular (ERK), p38 e c-JUN com terminal N (JNK)
(Mehta et al, 2007).



P70 S6 quinase (Thr412)

A quinase P70 € uma via sinalizadora que inclui mTOR (o alvo da rapamicina em
mameéferos). mMTOR pode ser ativada de distintas maneiras, deste modo ativando
P70S6K. Por exemplo, aminoacidos de cadia ramificada, tais como a leucina, sé&o
suficientes para ativar mTOR, resultando em aumento da fosforilacdo, e
consequente ativacéo, de P70S6K. mTOR é também uma via sinalizadora abaixo da
via quinase Akt. Akt é tipicamente ativada pela estimulacdo de uma célula com um
fator de crescimento, tal como IGF-1. Akt entdo ativa mTOR, por inibicdo com
complex Tsc, levando a ativacéo da via P70S6K (Chung et al, 1994). mTOR previne
apoptose neuronal, inibe morte celular autofagica, melhora a neurogénese, podendo
adiquirir a capacidade de Ilimitar a morte neuronal isquémica e promover
recuperacdo neuronal. Consequentemente, regular a atividade de mTOR apresenta-
se como uma potencial nova estratégia terapéutica para a lesao cerebral isquémica
(Chong et al, 2013).

STATSA/B (Tyr694/699)

A familia STAT de fatores de transcricdo, primeiro descrita como mediadores chaves
da sinalizacdo para transducdo de interferon, sdo hoje reconhecidos como fatores
sinalizadores ativados por muitas citocinas, fatores de crescimentos e hormonios.
Ha, pelo menos, sete STATs: STAT1, 2, 3, 4, 5% 5b e 6. Eles sdo responsaveis por
uma gama de atividades celulares incluindo regulacdo de crescimento,
sobrevivéncia, diferenciacdo, motilidade e pela resposta imune. STAT5 medeia a
sinalizacdo de citocinas atuando como um sinal transdutor de genes especificos.
STATS esté relacionado a uma variada quantidade de processos biolégicos variando
deste a regulacdo da apoptose até a proliferacdo da glandula mamaéria,
diferenciacdo e sobrevivéncia celulares (Grimley et al, 1999). No cérebro, nos
neurénios do hipocampo, STAT5 nao € requerida para promover neuroprotecao pela
acao da eritropoietina (EPO), mas em conjunto com Akt é essencial para a atividade
neurotréfica da EPO. Tanto STATS5 e Akt sdo necesséarias para a sinalizacdo
neuroprotetora e neurotréfica promomovida pelo GH sobre os neurdnios (Byts et al,
2008).

CREB (Ser133)

CREB (proteina de ligacdo ao elemento resposta do cAMP) é um fator de
transcricdo. Ela se liga a determinadas sequéncias de DNA chamadas de elementos
de resposta ao cAMP (CRE), deste modo aumentando ou diminuindo a transcri¢cao
de determinados genes (Montminy et al, 1987). CREB foi primeiramente descrita em
1987 como um fator da transcricio cAMP responsive regulador do gene da
somatostatina. Genes os quais tém sua transcricdo regulada ple CREB incluem: c-



fos, fator neurotrofico derivado do cérebro (BNDF), hidroxilase tirosina e muitos
neuropeptideos (tais como somatostatina, encefalina, VGF e homonio liberador de
corticotrofina. CREB desempenha um papel bem documentado na plasticidade
neuronal e na formacao da memoaria de longo-prazo no cérebro (Mantamadiotis et al,
2002). CREB tem sido demonstrada como parte ingegral na formacao da memoria
especial (Carlezon et al, 2005).

P38 (Thr180/Tyr182)

As proteinas quinases ativadas por mitbgenos P38 sdo uma classe de proteinas
ativadas por mitogenos que sao responsivas a estimulos de estresse, tais com as
citocinas, irradiacao ultravioleta, choque térmico e choque osmdético (Tudor et al,
2009). A via quinase MAPK ativada pela proteina quinase 2 (MAPKAPK-2 or MK2) é
um substrato formado pela quinase P38 MAPK responsavel pela sinalizacdo de
eventos que influenciam a inflamacéo, divisdo e diferenciacdo celulares, apoptose e
motilidade celular em resposta a uma ampla variedade de estimulos extracelulares,
estando envolvida no processo de neuroinflamacao (Gurgis et al, 2014)
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