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Resumo 

 

A esquizofrenia é uma desordem psiquiátrica grave que expressa um conjunto 

complexo de sintomas positivos, negativos e/ou cognitivos. Algumas hipóteses tentam 

explicar a causa da esquizofrenia, uma delas a hipótese glutamatérgica é baseada em 

evidências farmacológicas e estudos fisiopatológicos que apontam para uma hipofunção 

da sinalização de receptores NMDA no cérebro. Os transportadores de prolina (SLC6A7) 

são expressos predominantemente no sistema nervoso central (SNC) e estão associados à 

neurotransmissão glutamatérgica, no entanto, seu papel na regulação da função neural e 

do seu potencial farmacológico é pouco conhecido. O objetivo deste trabalho foi 

caracterizar farmacologicamente novos protótipos de inibidores dos transportadores de 

prolina (SLC6A7) e testar o efeito de um destes em modelo de psicose induzido por 

cetamina. Os resultados aqui apresentados demonstram que os compostos LQFM 215, 

LQFM 216 e LQFM 217 apresentam baixo impacto na viabilidade de células LUHMES 

e em cultura de neurônios periféricos e são capazes de reduzir a captação de prolina 

intracelular em sinaptossomas. O composto LQFM 215 apresentou maior impacto na 

viabilidade das células LUHMES como também em neurônios periféricos e maior efeito 

inibitório na captação de prolina. No comportamento de camundongos o composto LQFM 

215 reduziu a mobilidade dos animais, sem prejuízo da memória de trabalho na maior 

dose testada de 10 mg/kg e não foi capaz de induzir comportamentos do tipo ansioso ou 

do tipo depressivo. No teste de enterrar bolinhas o composto LQFM 215 em todas as 

doses testadas de 2,5, 5 e 10 mg/kg foi capaz de estimular esse comportamento. Ao testar 

o composto LQFM 215 no modelo de psicose induzido por cetamina foi capaz de reduzir 

a hiperlocomoção induzida dos animais nas doses testadas de 20 e 30 mg/kg. O conjunto 

destes resultados indica que o composto LQFM 215 é um composto neuroativo com efeito 

na mobilidade dos animais e com potencial antipsicótico. Este trabalho demonstra que os 

inibidores de PROT podem ser alvos para o desenvolvimento de novos antipsicóticos. 

 
Palavras-chave: Transportador de prolina; SLC6A7; Esquizofrenia; Antipsicóticos 
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Abstract 

 

Schizophrenia is a serious psychiatric disorder that expresses a complex set of 

positive, negative and/or cognitive symptoms. Some hypotheses attempt to explain the 

cause of schizophrenia, one of which is the glutamatergic hypothesis based on 

pharmacological evidence and pathophysiological studies that point to a hypofunction of 

NMDA receptor signaling in the brain. Proline transporters (SLC6A7) are predominantly 

expressed in the central nervous system (CNS) and are associated with glutamatergic 

neurotransmission, however, their role in regulating neural function and pharmacological 

potential is little known. The objective of this work was to pharmacologically characterize 

new prototypes of proline transporter inhibitors (SLC6A7) and to test the effect of one of 

these in a ketamine-induced psychosis model. The results presented here demonstrate that 

the compounds LQFM 215, LQFM 216 and LQFM 217 have a low impact on the viability 

of LUHMES cells and in culture of peripheral neurons and are capable of reducing the 

uptake of intracellular proline in synaptosomes. The compound LQFM 215 had a greater 

impact on the viability of LUHMES cells as well as on peripheral neurons and a greater 

inhibitory effect on the uptake of proline. In the behavior of mice, the compound LQFM 

215 reduced the mobility of the animals, without prejudice to the working memory in the 

highest tested dose of 10 mg/kg and was not able to induce anxious or depressive 

behaviors. In the marble burying test the compound LQFM 215 in all the tested doses of 

2.5, 5 and 10 mg/kg was able to stimulate this behavior. By testing the compound LQFM 

215 in the ketamine-induced psychosis model, he was able to reduce the animals' induced 

hyperlocomotion at the tested doses of 20 and 30 mg/kg. The set of these results indicates 

that the compound LQFM 215 is a neuroactive compound with an effect on the mobility 

of animals and with antipsychotic potential. This work demonstrates that PROT inhibitors 

can be targets for the development of new antipsychotics. 

 
Keywords: Proline transporters; SLC6A7; Schizophrenia; Antipsychotics 
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1. Introdução 

 
1.1 Esquizofrenia aspectos gerais e hipóteses 

 
 

A esquizofrenia é uma desordem psiquiátrica grave a qual é expressa por um 

conjunto complexo de sintomas positivos, negativos e/ou cognitivos (Carbon and 

Correll, 2014). Os sintomas positivos incluem agitação, alucinações auditivas, 

alucinações visuais, ao passo que sintomas negativos são associados à falta de motivação, 

redução da fala espontânea e afastamento social. Os sintomas cognitivos se apresentam 

como dificuldades na memória, atenção e tomada de decisões (Van Os e Kapur, 2009). 

A esquizofrenia afeta cerca 1% da população mundial e está entre as 10 

principais causas globais de incapacidade (Fleischhacker et al., 2014). Segundo a 

Organização Mundial da Saúde (OMS), cerca de 26 milhões de pessoas são afetadas pela 

doença no mundo inteiro. Estima-se que 800 mil convivam com a esquizofrenia no Brasil. 

A fisiopatologia da esquizofrenia é complexa e os sinais e sintomas podem ser 

explicados com diferentes hipóteses, onde se destacam a hipótese genética, e as hipóteses 

neuroquímicas serotoninérgica, a dopaminérgica e a glutamatérgica. 

Alguns estudos demonstram que existe um importante fator hereditário 

envolvido na sua causa, porém os fatores ambientais também são muito importantes para 

que a doença de fato se desenvolva (Júnior, 2007). Sabe-se que existem associações 

importantes entre polimorfismos genéticos e a possibilidade de um indivíduo desenvolver 

a doença, no entanto, não há ainda dados que comprovem que um único gene seja o 

responsável direto para o desenvolvimento desta (Rang et al., 2016). 

Nos  estudos  de  base  genética  onde  investigam  as  famílias,  fornecem 

fortes evidências de uma causa familiar, sendo que pessoas que possuem parentes de 

primeiro grau com esquizofrenia possuem um fator de risco mais consistente e 

significativo para o desenvolvimento da doença. Os estudos de gêmeos mostram que a 

predisposição ao desenvolvimento da esquizofrenia em um filho de um gêmeo não 

afetado é igual ao do gêmeo afetado. Assim o gêmeo não afetado poderia desenvolver a 

esquizofrenia, mas por alguma razão não se expressa, o motivo pelo qual não expressa 

está ligado à suscetibilidade, fatores ambientais, e ao fato de que embora sejam idênticos 

podem expressar genes diferentes (Rang et al., 2016). Outros estudos de genética 

molecular sugerem que a esquizofrenia pode estar ligada ao polimorfismo na região 

codificadora do gene para o receptor 5-HT2A, ao polimorfismo dos genes para 
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catecolamina o-metil transferase (COMT) e para o receptor para dopamina D3. (Gelder 

et al, 2006). 

A hipótese serotoninérgica, postula que a hiperfunção cortical da serotonina/5- 

hidroxitriptamina 5-HT2A também pode resultar em sintomas de psicose (Stahl, 2014). 

Essa hipótese começou a ser considerada após a observação dos efeitos de 

alucinógenos/drogas psicodélicas, como a dietilamida do ácido lisérgico (LSD) e a 

psilocibina que são principalmente agonistas do 5-HT2A e seus efeitos resultam em 

alucinações visuais e delírios místicos (Vollenweider et al., 1998; Carhart‐Harris et al., 

2016; Griffiths et al., 2008 e Rolland et al., 2014). Já a hipótese glutamatérgica ainda 

pouco explorada e mais recente surge a partir do estudo de anestésicos dissociativos, 

como fenciclidina (PCP) e cetamina, que são antagonistas do NMDA e que resultam em 

alucinações visuais e delírios paranóicos, além de um estado dissociativo (Powers et al., 

2015). 

 

Figura 1 - Vias serotoninérgicas cerebrais importantes na patologia da esquizofrenia. A distribuição 

dos neurônios contendo 5-HT apresenta corpos celulares agrupados na ponte e na parte superior do bulbo, 

próximos à linha média (rafe), e são frequentemente referidos como núcleos da rafe. Adaptado Google 

Imagens. 

 

A hipótese dopaminérgica da esquizofrenia é a explicação predominante para os 

sintomas positivos da doença, sendo baseada na hiperatividade da sinalização 

dopaminérgica no sistema mesolímbico e na  redução  da  sinalização   dopaminérgica 

no sistema mesocortical (Juárez Olguín et al., 2016). Ainda de acordo com a hipótese 
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dopaminérgica, alterações nos receptores dopaminérgicos D2 no estriado causam 

sintomas positivos e deficiências nos receptores D1 do córtex pré-frontal causam 

sintomas negativos e cognitivos (Lau et al., 2013). 

Figura 2 - Vias dopaminérgicas e regiões cerebrais. a. via nigroestriatal, b. via mesolímbica, c. via 

mesocortical, d. via tuberoinfundibular, e. núcleos hipotalâmicos-tálamo. Vias importantes na hipótese 

dopaminérgica da esquizofrenia, destacam-se a via mesolímbica e a via mesocortical. Adaptado (Stahl 

2015). 
 

A hipótese glutamatérgica da esquizofrenia é baseada na hipofunção de 

receptores glutamatérgicos e na capacidade de antagonistas do N-metil-d-aspartato 

(NMDA), como a cetamina, induzir sintomas semelhantes à psicose (Steeds, Carhart- 

Harris e Stone 2015). Distúrbios nos receptores NMDA nos interneurônios levam à 

ausência de impulsos de inibição nos neurônios glutamatérgicos, aumentando a atividade 

do glutamato principalmente no córtex pré-frontal, o que pode estar relacionado a 

sintomas negativos da esquizofrenia. Além disso, os agonistas dos receptores 

metabotrópicos de glutamato (mGluR2) demonstram a atividade antipsicótica em ensaios 

clínicos (Moghaddam e Javitt, 2012). 
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Figura 3 - Vias glutamatérgicas e regiões cerebrais. a. projeção glutamatérgica cortical para o tronco 

encefálico, b. via glutamatérgica corticoestriatal e via glutamatérgica corticoaccumbens, c. projeção 

glutamatérgica do hipocampo ventral para o nucleus accumbens, d. vias glutamatérgicas talamocorticais, 

e. vias glutamatérgicas corticotalâmicas, f. vias glutamatérgicas corticocorticais, g. córtex - interneurônios 

gabaérgicos. Vias importantes na hipótese glutamatérgica da esquizofrenia, destaca-se a relação com os 

interneurônios gabaérgicos e as vias mesolímbicas e mesocorticais. Adaptado (Stahl 2015). 

 

1.2 Tratamento da Esquizofrenia 

 
 

O tratamento da esquizofrenia tem como base os fármacos antipsicóticos. Estes 

foram introduzidos em 1950, sendo um importante progresso para o tratamento da 

doença. Os antipsicóticos são conhecidos como de primeira geração ou típicos, e de 

segunda geração ou atípicos (Hales et al., 2012). Estão relacionadas ao perfil do receptor, 

à incidência de efeitos extrapiramidais, à eficácia terapêutica em pacientes resistentes ao 

tratamento e eficiência contra sintomas negativos (Rang et al., 2016). A farmacoterapia 

tradicional disponível para tratamento da esquizofrenia foi desenvolvida baseando-se na 

teoria dopaminérgica, entretanto, esta, apresenta limitações significativas como o fato de 

que  nem  todos  os  sintomas  da  esquizofrenia   podem   ser   eliminados   pelos 

agentes antagonistas da dopamina. 

A base do tratamento da esquizofrenia está ligada ao antagonismo da dopamina 

no sistema mesolímbico-mesocortical, sendo o antagonismo no sistema nigroestriatal é a 

principal causa dos efeitos extrapiramidais. Ainda, a ação neurohormonal da dopamina 

na hipófise anterior está ligada à secreção de prolactina. Desta forma, a ação 

farmacodinâmica dos fármacos antipsicóticos vai apresentar diferentes resultados 
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psiquiátricos, neurológicos e endocrinológicos, dependendo de sua afinidade pelos 

diferentes tipos de receptores dopaminérgicos (Craig et al., 2014). 

Os antipsicóticos de primeira geração ou típicos são aqueles que possuem alta 

afinidade por receptores de dopamina D2 presentes em todo o SNC, no entanto, seus 

efeitos terapêuticos são principalmente decorrentes de sua ação sobre os receptores D2 

mesolímbicos e mesocorticais. No entanto, quando ocorre a ocupação de mais de 80% 

dos receptores D2 estriatal, importantes efeitos extrapiramidais são observados, como 

lentidão, rigidez e tremor. Alguns exemplos de fármacos dessa classe são: clorpromazina, 

haloperidol, flufenazina, flupentixol e clopentixol (Hales et al., 2012). Os efeitos 

adversos dos antipsicóticos típicos são conhecidos como extrapiramidais e de discinesia 

tardia, associados ao bloqueio de receptores D2, e este bloqueio na via nigroestriatal causa 

distúrbios de movimento, bloqueando esta via constantemente produz-se o movimento 

hipercinético, ou seja, a discinesia tardia, que causa mastigação constante, protrusão de 

língua e caretas (Stahl, 2014). 

Os antipsicóticos de segunda geração ou atípicos têm menor afinidade para os 

receptores D2, apresentando maior afinidade para os receptores serotoninérgicos (5- 

HT1A, 5-HT2A,  5-HT2C,  5-HT3,  5-HT6  e  5-HT7)  e  noradrenérgicos  (α1  e  α2)  

e, portanto, apresentam uma menor indução de  efeitos  extrapiramidais.  Estes  

fármacos são risperidona, sertindol, clozapina, olanzapina, quetiapina, aripiprazol, 

zotepina, ziprasidona sendo a  clozapina  o  protótipo  (Albano,  2012;  Miyamoto  et  

al., 2005). Os antipsicóticos atípicos estão relacionados a efeitos adversos metabólicos e 

cardiovasculares que evoluem do aumento do apetite. Causa o aumento de peso 

significativamente, desenvolvimento de resistência à insulina que leva à instalação da 

diabetes mellitus, a hiperlipidemia (Stahl, 2014). 

Notavelmente, os neurolépticos parecem ser menos eficazes no alívio da 

disfunção cognitiva e dos sintomas negativos (Meltzer et al., 1986; Heinrichs, 2007). 

Além disso acredita-se atualmente que a maioria dos efeitos extrapiramidais são causados 

pelo bloqueio excessivo dos receptores D2 na região estriatal (Wilson et al., 1998; Yang 

et al., 2003). O uso de antipsicóticos, melhora predominantemente os sintomas positivos, 

havendo poucas evidências de melhora dos sintomas negativos, com exceção da 

clozapina que apresentou respostas clínicas superiores em alguns pacientes, esse fármaco 

possui baixa afinidade pelos receptores dopaminérgicos D2 (Meltzer, 1989; Kane, 1988) 

e aripiprazol que atualmente seu mecanismo de ação é um agonismo parcial de receptores 
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D2 e 5-HT1A serotononinérgico, além do antagonismo 5-HT2A (Veerman et al., 2017; 

Shirley and Perry, 2014). 

1.3 Neurotransmissão Glutamatérgica 

 
 

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatório presente no SNC. Além 

do seu papel fundamental como aminoácido, de constituir as proteínas, o glutamato 

desempenha grande relevância no processo energético das células e importante em 

processos como cognição e memória (Pinto, 2014; Ruggiero et al., 2011). 

A síntese do glutamato se dá através de duas principais e distintas vias, o α- 

cetoglutarato advindo do ciclo de Krebs que é convertido por transaminação a glutamato 

nas terminações nervosas do SNC. A outra via é a produção e secreção da glutamina pelas 

células da glia que é transportada para as terminações nervosas e convertida em glutamato 

pela enzima glutaminase (Golan et al., 2009). 

O glutamato é liberado por exocitose das vesículas sinápticas através de um 

processo dependente de cálcio. A sua recaptação é feita por transportadores de recaptação 

de glutamato nos terminais pré e pós-sinápticos. Estes transportadores são Na+ 

dependentes e possuem alta afinidade pelo glutamato. Nas células da glia uma enzima 

chamada glutamina sintetase converte o glutamato em glutamina, que é recaptada 

novamente para a síntese de glutamato nos neurônios. Esta mesma glutamina também 

pode voltar para o ciclo de Krebs e sofrer oxidação formando α-cetoglutarato 

realimentando o ciclo de síntese e degradação do glutamato (Golan et al., 2009). 

Os receptores glutamatérgicos estão organizados em dois principais grupos, os 

receptores ionotrópicos (iGluRs) e metabotrópicos (mGluRs). Os iGluRs ocorrem em três 

tipos NMDA, AMPA e Cainato (CA), apresentando todos uma estrutura tetramérica 

(Golan et al., 2009). Em seu complexo transmembranar, coexistem sítios de recepção e 

canais iônicos. Desta forma, a neurotransmissão mediada pelos iGluRs é rápida, pois 

envolve o fluxo de íons Na+ e Ca2+, principalmente, e, por consequência, afeta a condição 

eletroquímica da membrana pós-sináptica. Os mGluRs estão acoplados à proteína G, 

responsáveis por respostas intracelulares através da ativação de segundos mensageiros. 

Desta maneira geram respostas pós-sinápticas mais lentas do que receptores ionotrópicos 

(Ruggiero et al., 2011). 

Os NMDAR são um tipo de receptor ionotrópico ativado pelo glutamato e seus 

co-agonistas glicina e serina, que permitem o influxo de Ca2+ nos neurônios. Os NMDAR 
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são compostos por dois tipos de subunidades, a subunidade GluN1 é o local de ligação 

dos co-agonistas e a subunidade GluN2 é o local de ligação do glutamato e a proteína de 

densidade pós-sináptica-95 (PSD-95). O NMDAR sináptico é importante para a 

potencialização a longo prazo (LTP), que requer a ativação do NMDAR contendo 

GluN2A, enquanto a depressão a longo prazo (LTD) requer a ativação do NMDAR 

contendo GluN2B. O controle da ativação de NMDAR é crucial para manutenção da 

função neuronal. Considerando que a teoria glutamatérgica postula que a esquizofrenia 

estaria associada à uma hipofunção de receptores glutamatérgicos a regulação positiva 

desses receptores pode ser benéfica para o tratamento desta doença. (Lee e Zhou, 2019). 

 

Figura 4 - Sinapse glutamatérgica. A despolarização dos neurônios leva liberação de glutamato na fenda 

sináptica através do processo de exocitose. Uma vez liberado, o glutamato pode atuar sobre receptores 

metabotrópicos (mGluR) ou receptores ionotrópicos (NMDA, AMPA e KA), gerando uma resposta em 

neurônios pós-sinápticos. Os níveis de glutamato na fenda sinápticos são controlados pelos transportadores 

de glutamato (EAATs). O glutamato captado pelas células gliais é convertido em glutamina pela enzima 

glutamina sintase, sendo esta glutamina transportada para os terminais extra-sinápticos. A glutamina é 

captada pelos neurônios e convertida novamente à glutamato pela enzima glutaminase. No citoplasma, 

glutamato recém-produzido é transportado para as vesículas pelo transportador vesicular de glutamato 

(vGluT), estando novamente pronto para ser liberado na fenda sináptica. Fonte: Pinto (2014) 
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1.4 Transportadores de prolina 

 
 

Alguns aminoácidos ou seus metabólitos demonstraram ser capazes de modular 

a transmissão sináptica excitatória no sistema nervoso central. Glicina ou D-serina, por 

exemplo, são necessárias para a ativação do receptor de glutamato do tipo NMDA 

(Johnson e Ascher, 1987). A L-prolina, um aminoácido encontrado em abundância no 

cérebro, também pode modular a atividade dos receptores NMDA. Foi demonstrado que 

os níveis fisiológicos de prolina (3 μM no LCR) regulam a transmissão glutamatérgica 

nos neurônios do hipocampo de ratos (Cohen e Nadler, 1997b). 

A L-prolina é um aminoácido presente no SNC, o qual é capaz de modular a 

neurotransmissão glutamatérgica. No SNC a L-Prolina atua como um agonista fraco do 

receptor de glicina e dos receptores NMDA e AMPA (Henzi, Helm e MecDermott, 1992). 

A L-prolina despolariza as células piramidais de CA1 principalmente por ativação de 

receptores NMDA pós-sinápticos (Martin, Ault e Nadler, 1992). A prolina também se 

demonstrou capaz de estimular o potencial de campo em fatias de hipocampo, sendo esse 

efeito bloqueado por um estímulo prévio de alta frequência independente se este estímulo 

evocar ou não LTP (Cohen e Nadler, 1997a). Aparentemente, a prolina pode ter um papel 

endógeno na regulação da função basal do hipocampo nas sinapses glutamatérgicas, 

ajudando-as a se manter parcialmente potenciadas. Em concordância com os efeitos 

observados no hipocampo, no núcleo paraventricular do hipotálamo a aplicação de L- 

prolina estimula receptores NMDA e AMPA/Cainato, que medeiam um aumento de 

pressão arterial em animais através do aumento da circulação de vasopressina (Lopes- 

Azevedo, Busnardo e Corrêa, 2016). Por outro lado, na medula ventrolateral a L-prolina 

apresenta uma resposta depressora, a qual é mediada por receptores ionotrópicos e inibida 

pela administração de MK-801 e CNQX (Takemoto, 2005). 

Em neurônios do corno dorsal da medula espinhal foi demonstrado que a prolina 

provoca correntes excitatórias as quais são parcialmente antagonizados por AP5 

antagonista NMDAR, CNQX antagonista AMPAR e estricnina antagonista GlyR e são 

abolidas pela combinação dos três antagonistas. Também foi observado que a prolina 

promove entrada de Ca+2 nestas células (Henzi, Helm e MecDermott, 1992). 

Até o momento, não há descrição de receptor específico de prolina, no entanto, 

vários transportadores são expressos no tecido cerebral, como PROT (SLC6A7), B0AT2 

(SLC6A15), NTT4 (SLC6A17), IMINO (SLC6A20). Curiosamente, o transportador de 

prolina de alta afinidade PROT é especialmente supra-regulado em substratos cerebrais 
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como o hipocampo e é co-localizado em terminais glutamatérgicos (Crump et al., 1999). 

Assim, a expressão de PROT parece estar associada a neurônios glutamatérgicos. Em 

cultura de neurônios hipocampais, PROT não é detectado em neurônios GABAérgicos, 

mas é encontrado em neurônios excitatórios. Nos neurônios piramidais PROT é 

encontrado nos terminais pré-sinápticos e em 60% destes neurônios (Crump et al., 1999). 

O padrão de expressão de PROT sugere um papel fisiológico nestas sinapses. 

 

Figura 5 - Mapa filogenético da distribuição das famílias de transportadores SLC6. O PROT 

transportador de prolina da família SLC6A7 é um transportador do grupo de aminoácidos 

neurotransmissores, amplamente distribuído principalmente nas regiões cerebrais. Adaptado (Pramod et 

al., 2013). 

Com relação ao funcionamento de PROT, as concentrações de Ca+2 regulam 

diferencialmente a função destes transportadores. O aumento de Ca+2 inicialmente 

aumenta o transporte de prolina, porém eventualmente o seu transporte é inibido pela 

fosforilação de CaMK II em PROT (Jayanthi et al., 2000). A ativação de PKC também 

leva a uma redução do transporte de prolina por PROT (Jayanthi et al., 2000). Este padrão 

de funcionamento indica um papel importante da prolina durante a transmissão sináptica. 

Alguns estudos acerca do funcionamento e papel do PROT no SNC foram estudados 

em modelos de animais KO para o PROT. Estes animais exibem uma redução 
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do comportamento exploratório, mas não apresentam comportamentos do tipo ansioso ou 

depressivo e a inativação do PROT, por modificação genética, não desencadeia sintomas 

perturbadores observados em modelos animais de hiperprolinemia metabólica ou 

alteração genética do PRODH (Schulz et al., 2018). 

A distribuição neuroanatômica do PROT coincidente com as sinapses 

glutamatérgicas e a capacidade da L-prolina de modular a neurotransmissão 

glutamatérgica suscitam a necessidade de maiores investigações em relação ao papel da 

prolina na neurotransmissão glutamatérgica, ao mesmo tempo que fornece subsídio para 

o desenvolvimento de novos inibidores do transportador de prolina. 

 

1.5 Inibidores dos transportadores de prolina 

 
 

Os estudos acerca dos inibidores dos transportadores de prolina ainda são 

escassos na literatura. Porém alguns estudos demonstraram que a expressão recombinante 

de PROT é altamente específica para a L-prolina com um Km de aproximadamente 6 M, 

e demonstraram que três peptídeos opioides inibiam a captação de L-prolina em 

sinaptossomas de ratos, no entanto esses peptídeos são instáveis in vivo e têm utilidade 

limitada no estudo da função do PROT (Rhoads, Peterson e Raghupathy, 1983; Shafqat 

et al., 1995). 

Alguns trabalhos mostram que vários peptídeos opióides, incluindo o peptídeo 

des-tirosil-leuencefina (GGFL), foram encontrados como inibidores do PROT (Rhoads, 

Peterson e Raghupathy, 1983). No trabalho descrito por Yu e colaboradores (2009), foi 

testado o efeito de alguns inibidores do PROT, incluindo o GGFL, em células que 

expressavam PROT, onde este composto inibiu a captação de prolina com um IC50 de 

1.5 μM, valores próximos aos de trabalhos anteriores (Galli et al., 1999). Neste mesmo 

trabalho a benztropina (pequena molécula inibidora de transportadores de dopamina), 

apresentou efeito sob a captação de L-prolina com IC50 de 0.75 μM sob linhagem de 

células COS1 (Yu et al., 2009). 

O composto LP-403812 também foi testado no trabalho de Yu e colaboradores 

(2009) após uma triagem de aproximadamente 300.000 compostos. O LP-403812 

apresentou inibição da captação de prolina dose dependente com um IC50 de 0.11 μM. 

Interessantemente o composto apresentou certa seletividade pelo PROT já que não 

apresentou atividade inibirótia em transpostadores de glicina do tipo 1 (GLYT1) e 

transportadores de dopamina (DAT). 
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Em estudos mais recentes de Zipp e colaboradores (2014) foi realizado uma 

triagem de compostos a partir de banco de dados de pequenas moléculas e alguns 

compostos foram planejados e sintetizados, onde as suas estruturas foram otimizadas e 

testadas na captação de prolina in vitro e in vivo em camundongos. O trabalho mostra que 

dois compostos PROT (57 e 58) foram capazes de inibir a captação de prolina com IC50 

de 0.027 e 0.018 μM respectivamente. Além disso apresentaram uma seletividade maior 

ao hPROT. O composto PROT (57) testado in vivo apresentou maior impacto em um 

teste condicionado ao estímulo de freezing embora a diferenças entre o veículo não tenha 

sido significante (Zipp et al., 2014). 

Diante disto, o objetivo deste trabalho é caracterizar farmacologicamente novos 

protótipos de inibidores dos transportadores de prolina e eleger um composto para avaliar 

seus efeitos comportamentais e em um modelo de psicose induzido por cetamina. 
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2. Objetivos 

 
2.1 Objetivo geral 

Caracterizar farmacologicamente novos protótipos de inibidores dos 

transportadores de prolina (Slc6A7). 

 

2.2 Objetivos específicos 

• Avaliar o potencial neurotóxico dos compostos em células LUHMES. 

 

• Avaliar o potencial neurotóxico dos compostos em neurônios dos gânglios da raiz 

dorsal. 

 
• Determinar o potencial de inibição da captação de prolina de novos protótipos de 

inibidores dos transportadores de prolina. 

 
• Eleger um dos compostos para avaliar o seu efeito comportamental in vivo. 

 

• Analisar o potencial antipsicótico na inibição do transportador de prolina em 

modelo animal de psicose induzido por cetamina. 
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3. Materiais e Métodos 

 
3.1 Materiais 

 
3.1.1 Células mesencefálicas humanas de Lund – LUHMES cells 

 
 

As células precursoras neuronais dopaminérgicas humanas imortalizadas, 

também conhecidas como linhagem celular mesencefálica humana de Lund (LUHMES), 

é um modelo útil para analisar o impacto de novas moléculas em neurônios 

dopaminérgicos. Para avaliação do impacto destes compostos na viabilidade celular de 

células LUHMES, estas foram cultivadas como descrito anteriormente por Krug e 

colaboradores (2013). Resumidamente, células percusoras neuronais humanas foram 

mantidas em meio de proliferação (AdvDMEM/F12 contendo L-glutamina 2 mM, 

suplemento 1 × N2) enriquecido com 40 ng mL-1 de fator de crescimento de fibroblastos 

básico humano recombinante e cultivado em 5% de CO2/95% de ar atmosférico a 37 °C. 

Placas e frascos de cultura de células foram pré-revestidos com 50 μg mL-1 de poli-L- 

ornitina (PLO) e 1 μg mL-1 de fibronectina. A diferenciação para neurônios pós-mitóticos 

foi realizada semeando células a uma densidade de 45.000 células cm-2 mantidas em 

meio de proliferação por 24h e uma subsequente mudança de meio para meio de 

diferenciação (AdvDMEM/F12 suplementado com 2 mM de L-glutamina, 1 × N2, 1 mM 

de adenosina monofosfato dibutiril 3,5-cíclico (cAMP), 1 µg mL-1 de tetraciclina e 2 ng 

mL-1 de fator neurotrófico derivado de célula glial humana recombinante (GDNF)). Após 

48h de diferenciação, as células foram destacadas com 0,05% de tripsina/EDTA e 

semeadas em placas de 96 poços a uma densidade de 100.000 células. 
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Figura 6 - Esquema representativo dos experimentos realizados em células LUHMES. A cultura de 

células LUHMES sofreu diferenciação em neurônios pós-mitóticos e foram tratados a partir do dia 2 

(células em desenvolvimento) e dia 5 (células maduras). Foram quantificados a viabilidade celular e o 

crescimento de neuritos. As células foram marcadas com Hoechst e Calceína. 

 

3.1.2 Neurônios imaturos de gânglios da raiz dorsal 

 
 

As células-tronco humanas pluripotentes induzidas foram cultivadas de acordo 

com protocolos padrão e diferenciadas em neurônios imaturos de gânglios da raiz dorsal 

(iDRG) para avaliação do impacto dos compostos na viabilidade de neurônios periféricos, 

como descrito anteriormente (Thomson et al, 1998; Chambers et al, 2012). Para ensaios 

de viabilidade, as células iDRG foram descongeladas e semeadas a uma densidade de 0,1 

x 106 células por cm2 em 75 µL do meio de diferenciação (25% KSR-S e 75% N2-S médio 

suplementado com CHIR99021 (1,5 µM), SU5402 (5 µM) e DAPT (5 µM)) e semeados 

em placas de 96 poços revestidas com Matrigel (BD Biosciences). Diluições em série de 

produtos químicos de teste foram preparadas em meio de diferenciação e 25 µL foram 

adicionados às células 1 hora após a semeadura. Todos os testes foram realizados 24 horas 

após o tratamento. 
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Figura 7 - Esquema representativo dos experimentos com neurônio periféricos. A células-tronco 

humanas pluripotentes induzidas foram cultivadas de acordo com protocolos padrão e diferenciadas em 

neurônios de gânglios da raiz dorsal (iDRG) para avaliação do impacto dos compostos na viabilidade de 

neurônios periféricos. 

 

3.1.3 Animais 

 
 

Os procedimentos comportamentais foram conduzidos utilizando camundongos 

Swiss machos de 8 a 12 semanas de idade, pesando 40-50g. Cada grupo experimental foi 

composto de 10 animais. Os animais receberam ração padrão e água ad libitum e foram 

mantidos sob condições de temperatura controlada com um ciclo artificial de 12 horas 

claro/escuro. Foram mantidos em gaiolas plásticas (50 x 35 x 15 cm), no número de 10 

camundongos por gaiola. Os animais foram obtidos do Biotério Central da Universidade 

Federal de Goiás (UFG). Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comitê de 

Ética Animal da UFG (Protocolo CEUA: 044/2018). 

As análises para captação de prolina foram conduzidos utilizando ratos Wistar 

machos de 8 a 12 semanas de idade, pesando 250-300g. Os animais receberam ração 

padrão e água ad libitum e foram mantidos sob condições de temperatura controlada com 

um ciclo artificial de 12 horas claro/escuro. Foram mantidos em gaiolas plásticas (50 x 

35 x 15 cm), no número de 5 ratos por gaiola. Esse procedimento foi aprovado pelo 

Comitê de Ética Institucional para Cuidado Animal da Universidade Federal do Rio de 

Janeiro (nº 01200.001568 / 2013-87). 

 

3.2 Análise in vitro 

 
3.2.1 Ensaios de viabilidade 
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Para os ensaios de viabilidade, as células foram tratadas com novos compostos 

LQFM 215, LQFM 216 e LQFM 217 no segundo dia de diferenciação e uma hora após a 

semeadura, por 24h. Para avaliar a estabilidade dos neuritos, as células formam neuritos 

por 72h após a semeadura, isto é, d5 de diferenciação e foram tratadas posteriormente por 

24 h. A aquisição da imagem sempre foi realizada 22-26h após o início do tratamento. Os 

compostos foram adicionados em uma faixa de concentração de 100 µM a 0,09 µM com 

etapas de diluição 1:2 em meio contendo DMSO. A concentração final de DMSO foi 

sempre de 0,1% e usada como controle de solvente. 

A aquisição foi realizada conforme descrito anteriormente por Krug e 

colaboradores (2013) e Stiegler e colaboradores (2011). Resumidamente, as células foram 

coradas com Hoechst H-33342 coloração vital que marca o DNA das células em azul e 

calceína-AM que se liga ao cálcio intracelular e emite cor verde, para aquisição de 

imagem. A área de neurito foi calculada como a área total positiva de calceína corrigida 

para a área somática, isto é, a área positiva de Hoechst, expandida por um anel circundante 

de 3,2 µm representando o corpo neuronal. As imagens foram usadas simultaneamente 

para avaliar a viabilidade. As células duplamente positivas foram contadas como viáveis; 

células positivas para Hoechst sem coloração com calceína foram contados como células 

mortas. A viabilidade foi expressa como células viáveis/células totais x 100%. 

Três experimentos independentes foram realizados em triplicatas. Primeiro, os 

dados das réplicas foram expressos como porcentagem de tratados com solvente. Depois 

disso, as réplicas foram calculadas para reduzir a variabilidade. Posteriormente, a média 

de três repetições foi determinada para a área de neuritos e viabilidade em relação ao 

controle de solvente. Os ajustes foram calculados usando um modelo de Hill de 4 

parâmetros com restrição da linha de base ao máximo 100% do sinal tratado com solvente. 

A equação do modelo de Hill foi resolvida para f (x) = 50% para determinar a EC50, isto 

é, concentração na qual o efeito inibidor/desestabilizador do crescimento de neuritos 

estava em 50% do controle do solvente. 

 

3.3 Análise ex vivo 

 
3.3.1 Preparação de sinaptossomas 

 
 

Sinaptossoma é um terminal sináptico isolado de um neurónio. A preparação dos 

sinaptossomas neste experimento foi realizada como descrito anteriormente por Fremeau 

e colaboradores (1996) com algumas modificações. Resumidamente, ratos Wistar machos 
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adultos foram eutanasiados por decapitação e seus cérebros foram imediatamente 

removidos, o hipocampo dissecado no gelo e os procedimentos subsequentes foram 

realizados a 4 °C. 

O hipocampo foi homogeneizado em 20 volumes (p/v) de solução de sacarose 

0,32 M usando um aparelho Potter com um pilão de Teflon acionado a motor. O 

homogenato foi centrifugado a 900 g por 5 min e o sobrenadante resultante foi 

centrifugado a 20.000 g por 20 min. O sedimento resultante foi ressuspenso no tampão 

de incubação consistindo em 25 mM de HEPES-NaOH (pH 7,4), 122 mM de NaCI; 

MgSO4 1,2 mM; KCl 3,1 mM; 0,4 mM de KH2PO4; 1,3 mM de CaCl2 e 10 mM de 

dextrose. Os sinaptossomas foram mantidos em gelo até serem utilizados no ensaio de 

captação de [3H]-prolina. A concentração de proteína foi determinada pelo método de 

Lowry e colaboradores com albumina sérica bovina como padrão. 

 

3.3.2 Captação de prolina 

 
 

Para a avaliação do impacto dos compostos testados na captação de prolina, a 

captação de [3H]-prolina foi realizado conforme descrito anteriormente por Pinto e 

colaboradores (2014) com algumas modificações. Alíquotas de sinaptossomas do 

hipocampo de ratos (80-150 µg de proteína) foram incubadas por 5 min a 37 °C, com 

[3H]-prolina 50 nM e 10 μM os compostos de teste (LQFM 215, 216 e 217), em um 

volume total de 0,5 mL. A captação não específica foi determinada na presença de prolina 

2 mM. A incubação foi terminada por filtração rápida sob vácuo em filtros de fibra de 

vidro (GMF 3, Filtrak, Alemanha), seguida por lavagem (3 x 4 mL) com tampão gelado. 

Após adição de uma mistura de cintilação, a radioatividade retida nos filtros foi contada 

com um analisador de cintilação líquida Packard Tri-Carb 1600 TR (PerkinElmer). As 

curvas de concentração-resposta foram analisadas individualmente (n = 3) por regressão 

não linear, usando o modelo de “One site - Fit logIC50” (GraphPad Prism 7.0, GraphPad 

Prism 7.0, GraphPad Software, Inc., CA, EUA) para determinação da média concentração 

inibidora (IC50) dos compostos. 
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Figura 8 - Esquema representativo do ensaio de captação de [3H]-prolina. Os sinaptossomas foram 

incubados por 5 minutos a 37 ºC com 50 nM de [3H]-prolina e os compostos, a captação foi determinada 

na presença de L-prolina a 2 mM e realizada filtração rápida em filtros de fibra de vidro. Foi adicionado 

uma mistura de cintilação e a radioatividade retida nos filtros foi captada e analisada. 

 

3.4 Análise in vivo 

 
3.4.1 Tratamento com composto LQFM 215 

 
 

O composto LQFM 215 foi solubilizado em uma solução de DMSO a 10% em 

solução salina fisiológica 0.09%. Diferentes doses do composto (2,5 mg/kg, 5,0 mg/kg, 

10 mg/kg) foram administradas por injeção intraperitoneal (ip) 30 minutos antes dos 

testes comportamentais. Os animais do grupo controle receberam apenas injeções (ip) do 

veículo em volume correspondente ao seu peso. Todos os grupos experimentais foram 

compostos de 10 animais. 

 

3.4.2 Indução do modelo de psicose por Cetamina 

 
 

O modelo de psicose induzida por cetamina foi realizado por administração 

intraperitoneal de 50 mg/kg de cetamina solubilizados em solução salina fisiológica 

0,09%, 30 minutos antes dos testes comportamentais (Chatterjee et al., 2011; Hou et al., 

2013). Após indução do modelo os animais foram testados com o composto LQFM 215 

(10, 20 e 30 mg/kg) 30 minutos antes dos testes. Todos os grupos experimentais foram 

compostos de 10 animais. 
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3.4.3 Testes comportamentais 

 
3.4.3.1 Teste do Campo Aberto 

 
 

Neste teste, os animais foram colocados no aparato de acrílico (44 x 44 x 44 cm) 

após 1 hora de habituação à sala de comportamento, sendo submetidos ao teste após 30 

minutos da aplicação (ip) do composto LQFM 215 nas doses de 2,5, 5 e 10 mg/kg. Os 

animais foram filmados por 10 minutos e foram analisados os seguintes parâmetros: 

levantamento sob as patas traseiras (rearing), reflexo de autolimpeza (grooming), 

cruzamentos (número de cruzamentos nos quadrantes do aparato), tempo imóvel, número 

de entradas no centro do aparato e distância total. Neste experimento e no modelo de 

psicose induzido por cetamina, os experimentos foram analisados por um software de 

análise comportamental Any-maze (Versão 6.1; Stoelting Co., Wood Dale, Il). 

 

 
 

 
Figura 9 - Representação do aparato do teste de campo aberto. Neste teste o animal é colocado no 

centro do aparato e é filmado por 10 minutos. No aparato há quadrantes os quais podem ser identificados 

por um software e os parâmetros escolhido para análise podem ser contabilizados, assim como o animal 

pode ser mapeado pelo software para registrar seus movimentos. Fonte: Adaptado google imagens. 

 

3.4.3.2 Teste de enterrar bolinhas (Marble Burying) 

 
 

No teste de enterrar bolinhas os animais foram habituados à sala de 

comportamento por 1h e foram colocados em gaiolas plásticas (50 x 35 x 15 cm) contendo 

20 bolinhas de gude após 30 minutos da administração (ip) do composto LQFM 215 nas 

doses de 2,5, 5 e 10 mg/kg. Ao final do teste o número de bolinhas enterradas foi 

contabilizado. 
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Figura 10 - Representação do aparato do teste de enterrar bolinhas. Neste teste colocamos o animal 

numa gaiola plástica com maravalha e 20 bolinhas de gude durante 15 minutos. Ao final contabilizamos 

quantas bolinhas foram enterradas. Fonte: Adaptado google 

 

3.4.3.3 Teste do Labirinto em Cruz Elevado 

 
 

O Labirinto em cruz elevado é composto por quatro braços, dois braços são 

cercados por paredes, enquanto os outros dois são abertos. Neste teste, os animais foram 

colocados no aparato de acrílico (60 cm altura x 15 cm altura das paredes x 35 cm 

comprimento x 5 cm largura) após 1 hora de habituação à sala de comportamento, sendo 

submetidos ao teste após 30 minutos de aplicação (ip) do composto LQFM 215 nas doses 

de 2,5, 5 e 10 mg/kg. O teste teve duração de 10 minutos e os animais foram filmados, 

onde os vídeos foram analisados posteriormente. Os parâmetros considerados foram: 

número de entradas nos braços abertos e tempo de permanência nos braços abertos. 

 

Figura 11 - Representação do aparato do teste do labirinto em cruz elevado. Neste teste colocamos o 

animal no centro do aparato e por 10 minutos analisamos sua movimentação espontânea. Ao final 
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contabilizamos o número de entradas nos braços abertos e fechados e o tempo gasto nos braços abertos e 

fechados. Fonte: Adaptado google imagens 

 

3.4.3.4 Teste do Labirinto em Y 

 
 

Neste teste, os animais passaram por 1 hora de habituação na sala de 

comportamento e depois receberam a administração do composto. Após 30 minutos da 

administração (ip) do composto LQFM 215 nas doses de 2,5, 5 e 10 mg/kg, os animais 

foram colocados em um aparato de acrílico (35 x 5 x 10 cm) por 8 minutos. Os animais 

foram filmados e o número total de entradas nos braços e o índice de alternância foram 

quantificados. O índice de alternância foi calculado pela fórmula: 

(Número de alternâncias) / (Número de entradas nos braços-2) x 100% 
 

 

 

Figura 12 - Representação do aparato do teste do labirinto em Y. Neste teste o animal é colocado na 

intersecção entre os três braços do aparato e durante 8 minutos sua movimentação espontânea é registrado. 

Ao final são contabilizados o número de entradas em cada braço e o número de alternâncias corretas entre 

os braços do aparato, com essas duas informações conseguimos calcular o índice de alternância seguindo a 

fórmula acima. Fonte: Adaptado google imagens. 

 

3.4.3.5 Teste do nado forçado 

 
 

Neste teste os animais foram habituados a sala de comportamento por 1h. Após 

30 minutos da administração (ip) do composto LQFM 215 nas doses de 2,5, 5 e 10 mg/kg, 

os animais foram colocados em um cilindo de 40 cm de altura e 20 cm de diâmetro com 

água (25 ºC) numa profundidade que impedia o apoio da sua cauda no fundo do recipiente. 

O tempo total de imobilidade foi contabilizado a partir do registro dos animais por 6 
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minutos onde somente os 4 últimos minutos foram considerados (Yankelevich-Yahav et 

al., 2015). 

 

Figura 13 - Representação do aparato do teste do nado forçado. Neste teste colocamos o animal num 

cilindro com água e registramos sua movimentação por 6 minutos. Ao final são analisados os 4 últimos 

minutos de teste e contabilizado seu tempo imóvel no teste. Fonte: Adaptado google imagens 

 

3.5 Delineamento experimental 

Esquema 1 – Delineamento experimental 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.6 Análise estatística 

 
 

Para comparar os dados, utilizamos o One-way ANOVA seguido pelo pós-teste 

de Dunnett. A significância estatística foi estabelecida em P <0,05. Os conjuntos de dados 

são apresentados como a média ± erro padrão da média (EPM). Os dados foram 

analisados usando o GraphPad Prism, versão 7.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, 

CA, EUA). 
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4 Resultados 

 
4.1 Avaliação dos inibidores de PROT na viabilidade de células LUHMES 

 
 

Imagens representativas do impacto dos compostos LQFM 215, LQFM 216 e 

LQFM 217 na viabilidade celular e na área de neurites de células LUHMES, em 

desenvolvimento (d2-d3) e maduras (d5-6) são demonstradas nas Figuras 14A e 14B, 

respectivamente. 

 

Figura 14 - Impacto dos compostos LQFM 215, LQFM 216 e LQFM 217 na viabilidade de células 

LUHMES e no crescimento de neuritos. As células foram tratadas por 24 h com os compostos. Para 

avaliação da neurotoxicidade no desenvolvimento, o crescimento de neuritos foi medido 25h após a 

semeadura em células com 3 dias de idade (A: d2-d3) e para avaliação da neurotoxicidade no 

desenvolvimento, o crescimento de neuritos foi medido 25 h após a semeadura em células com 5 dias de 

idade (B: d5-d6). Para medir os efeitos na integridade dos neuritos, as células foram estimuladas a cultivar 

neurites por 72 horas após a semeadura, antes de serem tratadas por 24 horas com os compostos. As imagens 

foram adquiridas após a coloração com Hoechst H-33342 (azul) e calceína-AM (verde) para calcular a área 

e a viabilidade dos neuritos. As células duplamente positivas (azul e verde) foram contadas como viáveis. 

Os gráficos representativos do impacto dos compostos na viabilidade e no 

crescimento da área de neuritos demonstraram claramente uma redução significativa da 

área dos neuritos (em laranja) e da viabilidade de LUHMES em d2-3 após o tratamento 

com LQFM 215 (6μM) e LQFM 216 (25μM), diferentemente do observado em LQFM 

217. Resultados semelhantes foram observados  para células  maduras (d5-6),  enquanto 
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nenhuma redução na área de neurites e viabilidade de LUHMES foi observada após o 

tratamento com LQFM 217 a 100μM (Figura 15). 

 

Figura 15 - Gráficos representativos do impacto dos compostos LQFM 215, LQFM 216 e LQFM 217 

na viabilidade e na área de neuritos de células LUHMES. As células Luhmes em diferentes estágios de 

diferenciação (desenvolvimento: d2-3 e maduro: d5-6) foram incubadas com diferentes concentrações dos 

compostos por 24 horas e a viabilidade celular (V) e a área dos neuritos (NA) são avaliadas por análise de 

imagem de alto conteúdo. Dados representativos de quatro experimentos realizados em triplicata. 

 

Foi avaliado se o impacto do composto LQFM 215 na viabilidade das células 

LUHMES era reversível. Para isso, as células LUHMES foram pré-diferenciadas em 

meio com glicose por dois dias e tratadas no segundo dia com LQFM 215 por 24 horas 

em suas respectivas concentrações, que impactam na área dos neuritos e na viabilidade 

celular (Figura 16A). Após 24 horas de tratamento, o meio foi cuidadosamente substituído 

por meio fresco/quente e as células cultivadas por mais 24 horas. Na viabilidade celular, 

o LQFM 215 apresentou IC50 9,31 µM nas células tratadas e IC50 32,89 µM na célula 

lavada. 

As células LUHMES também foram colocadas em co-cultura com astrócitos por 

cinco dias e tratadas com o composto LQFM 215 por 24 horas. O LQFM 215 reduziu a 

viabilidade celular no dia cinco, em células LUHMES (IC50 9,3 µM) após 24 horas de 

tratamento (Figura 10A). Curiosamente, o impacto do LQFM 215 na viabilidade das 
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células LUHMES foi impedido quando em co-culturas com astrócitos (IC50> 100 µM) 

(Figura 16B). 

 

 

 
Figura 16 - Efeito do composto LQFM 215 em lavado celular e em co-cultura de astrócitos. A. As 

células LUMES (dia 4-6) foram incubadas com diferentes concentrações dos compostos por 24 horas e a 

viabilidade celular avaliada por análise de imagem de alto conteúdo. B. O tratamento com o composto é 

seletivo para células semelhantes a neurônios e seus efeitos na viabilidade celular podem ser revertidos por 

co-cultura com astrócitos. Dados representativos de quatro experiências realizadas em triplicata. 

 

4.2 Avaliação dos inibidores de PROT na viabilidade de neurônios periféricos 

 
 

Os gráficos representativos do impacto dos compostos na viabilidade e no 

crescimento da área de neuritos de neurônios periféricos demonstraram uma menor 

redução da área dos neuritos e da viabilidade após o tratamento com LQFM 215 e LQFM 

216, diferentemente do observado em LQFM 217 (Figura 17). 

 

 

 
Figura 17 - Impacto dos compostos LQFM215, LQFM216 e LQFM217 em neurônios periféricos. Os 

neurônios periféricos foram incubados com diferentes concentrações dos compostos e a viabilidade celular 

e a área dos neuritos são avaliadas por análise de imagem de alto conteúdo. Dados representativos de quatro 

experimentos realizados em triplicata. 
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4.3 Avaliação dos inibidores de PROT na captação de prolina em sinaptossomas de 

hipocampo 

 
O perfil de inibição dos transportadores de prolina foi avaliado primeiro na 

concentração de triagem de 10 µM nos sinaptossomas do hipocampo por 5 minutos, sendo 

o LQFM 215 o composto mais ativo (Figura 18A). LQFM215, LQFM216 e LQFM217 

reduziram o transporte de prolina de maneira dependente da concentração (Figura 18B). 

Os valores médios de IC50 (com seu IC de 95%) foram 20,4 µM, 31,5 µM e 25,29 µM 

respectivamente após 5 minutos de incubação em sinaptossomas. 

 
A B 

 

 
 
 

 
1 2 0 

 
T ria g e m d o s c o m p o s to s 

 
 
 
 
 

1 2 0 

 
 

C u r v a c a p ta ç ã o d e p r o lin a 

 
1 00 

 

 
8 0 

 

 
6 0 

 

 
4 0 

 

 
2 0 

 

1 00 
 

8 0 
 

6 0 
 

4 0 
 

2 0 
 

 
0 

C o n tr o le L Q F M 2 1 5 L Q F M 2 1 6 L Q F M 2 1 7 

 
[ 1 0 µ M ] 

 

0 

D M S O    0 . 1 1 1 0 1 00 

c o n c e n tra ç ã o [µ M ] 

 

Figura 18 - Efeito dos compostos LQFM 215, LQFM 216 e LQFM 217 na captação de prolina em 

sinaptossomas. Os sinaptossomas foram incubados por 5 min a 37 °C na presença de 50 nM de [3H] - 

prolina e 10 µM dos compostos. Os dados são médios (± EPM.) de duas experiências independentes, cada 

uma realizada em duplicata. 

 

4.4 Avaliação da atividade locomotora no teste do campo aberto em animais tratados 

com LQFM 215 

 
No teste do campo aberto em camundongos tratados com 2,5, 5 e 10 mg/kg de 

LQFM 215, observou-se redução significativa no número de cruzamentos entre os 

quadrantes do aparato na dose mais alta de 10 mg/kg (Figura 19A). Também houve uma 

redução significativa na maior dose testada 10 mg/kg na distância total percorrida no teste 

(Figura 19B). No parâmetro de auto limpeza (grooming) não houve diferença 

significativa entre as doses testadas (Figura 19C). Já no tempo total de imobilidade dos 

animais no teste houve um aumento significativo entre o grupo veículo e o grupo que 

recebeu a maior dose do composto (Figura 19D). 
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Figura 19 - Efeito do composto LQFM 215 na atividade locomotora no teste do campo aberto. 

Parâmetros de atividade locomotora avaliados no teste de campo aberto. Todos os dados foram expressos 

como média ± EPM, * p <0,05 ** p <0,05. Todos os dados foram analisados pelo teste One-way ANOVA 

seguido pelo pós-teste de Dunnett (n = 10 animais por grupo). 

Em outros parâmetros testados como número de levantamentos sobre as patas 

traseiras (rearing) houve uma redução significativa na quantidade de rearings do grupo 

que recebeu a maior dose 10 mg/kg de LQFM 215 em comparação ao grupo veículo 

(Figura 20E). No parâmetro do número de entradas no centro do aparato houve uma 

redução significativa entre o grupo tratado com a maior dose do composto e o grupo 

veículo (Figura 20F). 
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Figura 20 - Efeito do composto LQFM 215 no número de rearings e no número de entradas no 

quadrante central no teste do campo aberto. Todos os dados foram expressos como média ± EPM, * p 

<0,05 ** p <0,05. Todos os dados foram analisados pelo teste One-way ANOVA seguido pelo pós-teste de 

Dunnett (n = 10 animais por grupo). 

 

4.5 Avaliação do perfil ansiogênico no teste de enterrar bolinhas (marble burying) 

de animais tratados com LQFM 215 

 
O teste de enterrar bolinhas é comumente utilizado para avaliar comportamento 

do tipo ansioso, comportamento obsessivo-compulsivo ou repetitivo em roedores. Neste 

teste, o composto LQFM 215 mostrou aumentar significativamente o número de bolinhas 

enterradas em todas as doses testadas de 2,5, 5 e 10 mg/kg quando comparados ao veículo 

(Figura 21). 

 
 

Figura 21 - Efeito do composto LQFM 215 no teste de enterrar bolinhas (marble burying). Gráfico 

representativo do número de bolinhas enterradas no teste de enterrar bolinhas. Todos os dados foram 
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expressos como média ± EPM, ** p <0,05 *** p <0,05. Todos os dados foram analisados pelo teste One- 

way ANOVA seguido pelo pós-teste de Dunnett (n = 10 animais por grupo). 

 

4.6 Avaliação do perfil ansiogênico no teste do labirinto em cruz elevado de animais 

tratados com LQFM 215 

 
Analisamos o potencial efeito ansiogênico do LQFM 215 no teste do labirinto 

em cruz elevado. Analisamos o tempo gasto nos braços abertos e o número de entradas 

nos braços abertos e não observamos diferença significativa entre o grupo veículo e os 

animais tratados com LQFM 215 nas doses de 2,5, 5 e 10 mg/kg (Figura 22A e 22B). O 

percentual de tempo gasto no braço aberto do aparato também foi verificado e não houve 

diferenças significativas entre as doses testadas do composto e o grupo veículo (Figura 

22C). 

 

 

 
Figura 22 - Efeito do composto LQFM 215 no teste do labirinto em cruz elevado. Gráficos 

representativos do tempo gasto no braço aberto (A), entradas no braço aberto (B) e percentual de tempo 

gasto no braço aberto (C) sem diferenças significativas. Todos os dados foram expressos como média ± 

EPM. Todos os dados foram analisados pelo teste One-way ANOVA seguido pelo pós-teste de Dunnett (n 

= 10 animais por grupo). 

 
4.7 Avaliação da memória de trabalho no teste do labirinto em Y de animais tratados 

com LQFM 215 

 
No teste do labirinto em Y, foi observado uma redução significativa no número 

de entradas nos braços do aparato na dose mais alta testada de LQFM 215 10 mg/kg 

quando comparado ao veículo (Figura 23A). Em relação ao índice de alternância nos 

braços, não foram observadas diferenças significativas entre o grupo veículo e os animais 

tratados com LQFM 215 (Figura 23B). 
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Figura 23 - Efeito do composto LQFM 215 no teste do labirinto em Y. A. Evidencia o número de 

entradas nos braços do aparato destacando o efeito na redução desse parâmetro no grupo que recebeu a dose 

mais alta do LQFM 215. B. Evidencia o índice de alternância no teste. Todos os dados foram expressos 

como média ± EPM, * p <0,05. Todos os dados foram analisados pelo teste one-way ANOVA seguido pelo 

pós-teste de Dunnett (n = 10 animais por grupo). 

 

4.8 Avaliação do perfil tipo depressivo no teste do nado forçado de animais tratados 

com LQFM 215 

 
Avaliamos o potencial efeito depressivo do LQFM215 no teste do nado forçado. 

O tempo de imobilidade no teste foi contabilizado e em nenhuma das doses testadas do 

composto LQFM215 2,5, 5 e 10 mg/kg houve diferença significativa quando comparadas 

ao veículo (Figura 24). 

 
 

 
Figura 24 - Efeito do composto LQFM 215 no teste do nado forçado. Os resultados evidenciam que o 

composto não induz comportamento do tipo depressivo em nenhuma das doses testadas do LQFM-215. 

Todos os dados foram expressos como média ± EPM. Todos os dados foram analisados pelo teste One-way 

ANOVA seguido pelo pós-teste de Dunnett (n = 10 animais por grupo). 
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4.9 Efeito do LQFM 215 no modelo de psicose induzido por cetamina no teste do 

campo aberto 

 
A indução do modelo com cetamina (50 mg/kg) provoca a hiperlocomoção em 

camundongos, como observado entre o grupo veículo e o grupo que apenas recebeu a 

cetamina, e consequentemente reduz o tempo de imobilidade dos animais. No número de 

cruzamentos entre os quadrantes do aparato houve uma redução significativa ao comparar 

o grupo tratado com o composto LQFM 215 30 mg/kg e o grupo tratado apenas com a 

cetamina (Figura 25A). Na distância total percorrida no teste também houve uma redução 

significativa entre o grupo tratado com LQFM 215 na maior dose e o grupo apenas tratado 

com a cetamina (Fugura 25B). Embora no grooming não haja diferença entre os grupos 

tratados com o LQFM 215 há uma redução deste parâmetro quando o modelo é induzido 

(Figura 25C). O tempo de imobilidade como esperado aumento ao comparar o grupo 

tratado com a maior dose do composto e o grupo tratado apenas com a cetamina (Figura 

25D). 

 
 

 
Figura 25 - Efeito do composto LQFM 215 no modelo de psicose induzido por cetamina no teste do 

campo aberto. Gráficos representativos dos parâmetros de exploração no teste do campo aberto em um 

modelo de psicose induzido por cetamina. Todos os dados foram expressos como média ± EPM, * p <0,05 
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*** p <0,05 **** p <0,05. Todos os dados foram analisados pelo teste ANOVA one-way seguido pelo pós- 

teste de Dunnett (n = 10 animais por grupo). 

 

Ao avaliar o parâmetro de entradas no centro do aparato, os animais tratados 

com as doses de 20 e 30 mg/kg do LQFM 215 apresentou-se reduzido em comparação 

com o grupo tratado apenas com a cetamina (Figura 26E). 

 

Figura 26 - Efeito do composto LQFM 215 no modelo de psicose induzido por cetamina no teste do 

campo aberto. Gráfico representativo do parâmetro de entradas no centro do aparato. Todos os dados 

foram expressos como média ± EPM, * p <0,05 ** p <0,05 **** p <0,05. Todos os dados foram analisados 

pelo teste One-way ANOVA seguido pelo pós-teste de Dunnett (n = 10 animais por grupo). 

 

4.10 Avaliação do efeito do LQFM 215 no modelo de psicose induzido por cetamina 

no teste do labirinto em Y 

 
A indução do modelo com cetamina (50 mg/kg) provoca a hiperlocomoção em 

camundongos, como observado entre o grupo veículo e o grupo que apenas recebeu a 

cetamina bem como afeta a memória de trabalho dos animais no teste. No número de 

entradas nos braços do aparato houve uma redução significativa em todas as doses 

testadas do composto LQFM 215 em comparação ao grupo apenas tratado com a cetamina 

(Figura 27A). Porém não houve diferença significativa no parâmetro do índice de 

alternância em nenhuma dose do LQFM 215 em comparação ao grupo tratado apenas 

com a cetamina (Figura 27B). 
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Figura 27 - Efeito do composto LQFM 215 no modelo de psicose induzido por cetamina no teste do 

labirinto em Y. A. Evidencia o número de entradas nos braços do aparato destacando o efeito na redução 

desse parâmetro no grupo que recebeu a dose mais alta do LQFM 215. B. Evidencia o índice de alternância 

no teste. Todos os dados foram expressos como média ± EPM, * p <0,05 *** p <0,05. Todos os dados 

foram analisados pelo teste one-way ANOVA seguido pelo pós-teste de Dunnett (n = 10 animais por grupo). 
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5. Discussão 

 
 

Neste trabalho descrevemos o desenvolvimento de novos inibidores dos 

transportadores de prolina - PROT (Slc6a7) com efeito na viabilidade celular, captação 

de prolina, na mobilidade de animais e com potencial efeito antipsicótico. 

Os compostos LQFM 215, LQFM 216 e LQFM 217 foram testados na 

viabilidade de culturas de células derivadas de tecido do sistema nervoso. As células 

percussoras neuronais dopaminérgicas humanas, também conhecida como linhagem 

celular mesencefálica humana de Lund (LUHMES), é um modelo útil para analisar o 

impacto de novas moléculas em neurônios dopaminérgico. A sinalização dopaminérgica 

está relacionada a patologias como Doença de Parkinson e Esquizofrenia (Zhang, Yin e 

Zhang, 2014; Eisenstein et al., 2017). 

Durante o desenvolvimento, neurônios e células semelhantes a neurônios 

ampliam inúmeros processos que se diferenciam em dendritos e axônios. Esses processos, 

são conhecidos como neuritos e são críticos para a comunicação entre os neurônios (Krug 

et al, 2013). Nossos resultados indicam que os novos inibidores de PROT apresentaram 

baixo impacto na viabilidade celular de células em desenvolvimento (d2-d3), mas afetam 

o crescimento de neuritos em células LUHMES tanto em desenvolvimento (d2-d3) 

quanto maduros (d5-d6) quando aplicados em concentrações na faixa de micromolar 

(figura 9). 

Vale destacar que o impacto do composto LQFM 215 é mais potente que o 

LQFM 216 e ao LQFM 217, principalmente em neuritos em desenvolvimento, quando 

comparados aos neuritos maduros. O impacto do composto LQFM-215 sobre a 

viabilidade de células LUHMES, causou redução na viabilidade destas células, quando 

em concentrações a partir de 10 uM. Entretanto, este efeito citotóxico foi revertido no 

protocolo de lavagem da cultura, o que indica que os efeitos dos iPROT em células 

LUHMES são reversíveis. Além disto, a toxicidade também foi revertida em co-cultura 

de LUHMES com astrócitos, o que indica maior segurança para utilização destes 

compostos, uma vez que a co-cultura mimetiza melhor o microambiente fisiológico. 

Nós também investigamos o efeito dos compostos inibidores de PROT em 

neurônios periféricos a partir de cultura de células DRG. Os gânglios da raiz dorsal (DRG) 

são estruturas que contêm os neurônios sensoriais do sistema nervoso periférico. Neste 

modelo, os compostos iPROT apresentaram um impacto menor na viabilidade e na área 

de neuritos em relação à cultura de células LUHMES. O composto LQFM 215 e LQFM 
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216 mantiveram um perfil semelhante embora mais discreto assim com o composto 

LQFM 217 não apresentou nenhum efeito. Estes dados podem nos dar um indicativo do 

impacto dos compostos em vias periféricas diferentemente de um perfil central. 

Na análise dos compostos inibidores de PROT em sinaptossomas do hipocampo 

de ratos, estrutura rica na expressão destes transportadores, foi observado que os 

compostos são capazes inibir a captação de [3H] -prolina. Esse efeito é dependente da 

dose e o LQFM 215 parece ser o composto mais potente como observados nas figuras 8A 

e 8B. Considerando que os compostos reduziram a captação de prolina de maneira 

dependente da concentração com respectivos IC50 de 20,4 µM, 31,5 µM e 25,29 µM, 

estes dados são compatíveis com animais PROT KO onde ocorre um acúmulo 

sinaptossomal de L-prolina (Schulz et al., 2018). Em experimentos de Schulz e 

colaboradores (2018) na captação de prolina em sinaptossomas corticais de camundongo, 

os animais com knockout para PROT apresentaram níveis reduzidos da captação de L- 

prolina, o que nos leva a concluir que assim como o bloqueio dos transportadores, a falta 

do PROT funcional impacta na dinâmica de transporte de L-prolina nos neurônios. 

Em outros estudos de Yu e colaboradores (2009) foi constatado que a ação de 

inibidores dos transportadores de prolina como o GGFL, impactam na captação de L- 

prolina em cultura de células que expressam PROT, assim como observado nos estudos 

de Galli e colaboradores (1999). Desta forma os nossos resultados corroboram com os 

efeitos descritos anteriormente, onde a ação de inibidores afeta a dinâmica da captação 

de prolina nas sinapses. Além disso, utilizando neurônios corticais cultivados, foi 

demonstrado que a inibição da função PROT pelo GGFL leva à expressão reduzida de 

GluA1. Isso descartou que alterações no desenvolvimento resultantes da deficiência de 

PROT são causas de alterações na bioquímica da sinapse glutamatérgica e apoiaram um 

efeito direto da atividade do PROT na expressão e/ou estabilidade de GluA1 (Schulz et 

al., 2018). 

Em posse dos resultados obtidos em células avaliamos o perfil do composto 

LQFM-215 no comportamento de camundongos. Primeiramente realizamos o teste de 

campo aberto para avaliar a atividade locomotora destes animais. Observamos neste teste 

que houve uma redução significativa da mobilidade dos animais no número de 

cruzamentos realizados no aparato e na distância total percorrida no teste, ambos na maior 

dose testada do composto LQFM 215 (10 mg/kg) em comparação ao grupo tratado apenas 

veículo (figuras 13A e 13B). O impacto de inibidores dos transportadores de prolina na 

redução exploratória é compatível com estudos realizados em animais PROT KO, ondeé 
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observado uma redução da distância total percorrida no mesmo contexto do campo aberto 

(Schulz et al., 2018). A redução na atividade locomotora é observada em camundongos 

que tem defeitos na PRODH o qual leva a modificações nas sinapses glutamatérgicas e 

um prejuízo na atividade locomotora (Gogos et al., 1999; Paterlini et al., 2005) o que 

leva a concluir que tanto em camundongos PROT KO e em animais tratados com 

inibidores destes transportadores o efeito é semelhante, o que podemos constatar com os 

resultados encontrados com o LQFM 215. 

O número de reflexo de auto-limpeza (groming) não apresentou diferenças 

significativas (figura 13C). Em resposta, o tempo total de imobilidade dos animais 

apresentou-se aumentado no grupo que recebeu a maior dose do LQFM 215 (figura 13D). 

Estes achados apontam para uma redução não só da mobilidade, mas também do 

comportamento exploratório, o qual também é observado em estudos com camundongos 

PROT KO (Schulz et al., 2018). Em estudos acerca dos efeitos da L-prolina no SNC, 

como o de Hamasu e colaboradores (2010), níveis altos de L-prolina no cérebro levam a 

efeitos sedativos e redução de estereotipias em pintos neonatos, nossos resultados se 

assemelham a estes estudos pois ao inibir os transportadores de prolina por consequência 

aumentamos os níveis de prolina no SNC, com isso o aumento do tempo imóvel com o 

tratamento com LQFM 215 traduz esse comportamento. 

O número de entradas no quadrante central no teste do campo aberto também se 

mostrou reduzido no grupo tratado com a maior dose do composto, apontando um 

comportamento do tipo ansioso nestes animais. Esse comportamento é observado em 

camundongos PROT KO, onde também ocorre uma redução no número de entradas no 

centro do aparato no teste do campo aberto (Schulz et al., 2018). Em contrapartida, o 

parâmetro de elevação sobre as patas (rearing) também se mostrou reduzido no grupo 

tratado com LQFM215 na maior dose em comparação ao grupo tratado apenas com o 

veículo, o que indica uma redução do comportamento exploratório (figuras 14E e 14F). 

Desta maneira à primeira vista o nosso composto estaria induzindo um comportamento 

do tipo ansioso nos animais, porém ao comparar com estudos de outros modelos animais, 

vemos que a prolina presente no sistema por um curto período de tempo não induziria 

comportamentos do tipo ansioso (Savio et al., 2012). Já a redução do comportamento 

exploratório e mobilidade é observado nos estudos de Schulz e colaboradores (2018) em 

animais PROT KO. 

Com base nestes resultados, nós realizamos os testes de enterrar bolinhas 

(marble burying). Em todas as doses testadas do LQFM 215 houve aumento do estímulo 
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de escavação, ou seja, aumento no número de bolinhas enterradas (figura 15). Em estudos 

de Nader e colaboradores (2019), é demonstrado um recrutamento importante da 

atividade hipocampal nesse teste o que pode apontar até o momento o aumento da 

atividade nessa região como um efeito do composto LQFM 215. Por outro lado, estudos 

também apontam o aumento do comportamento de enterrar como um comportamento 

repetitivo (Thomas et al., 2009). 

Considerando que a redução no comportamento exploratório é comumente 

observada em animais submetidos à modelos de ansiedade e depressão (Farhan et al., 

2014; Willner et al., 1991), avaliamos se os animais tratados com LQFM 215 

apresentavam comportamento do tipo ansioso. Deste modo constatamos pelo teste do 

labirinto em cruz elevado que não se trata deste tipo de comportamento, já que em todas 

as doses testadas não houve diferenças significativas em comparação ao grupo tratado 

com veículo, em nenhum parâmetro de entradas nos braços abertos, tempo gasto no braço 

aberto nem no percentual de tempo no braço aberto (figura 16). 

A diminuição do comportamento exploratório que os camundongos deficientes 

em PROT mostraram na área central do aparato no teste do campo aberto não foi causada 

pelo aumento do comportamento do tipo ansioso, uma vez que os animais PROT KO 

apresentam desempenho inalterado em dois testes diferentes que identificam 

comportamento do tipo ansioso (Schulz et al., 2018). Esse achado está alinhado com a 

observação de que a hiperprolinemia não induz ansiedade em camundongos com 

deficiência de PRODH (Gogos et al., 1999). 

Em um teste diferente avaliamos o efeito do composto LQFM 215 na memória 

dos animais, mais especificamente na memória de trabalho. No teste do labirinto em Y 

constatamos novamente uma redução do comportamento exploratório, no número de 

entradas nos braços do aparato onde houve uma redução significativa entre o grupo 

tratado com a maior dose do composto e o grupo veículo (figura 17A). Por outro lado, 

não houve prejuízos na memória de trabalho em nenhuma dose testada ao avaliar o índice 

de alternância desses animais (figura 17B). Em teste comportamental semelhante ao 

labirinto em Y, animais PRO KO quando submetidos ao teste do labirinto radial de 8 

braços não apresentam prejuízos na memória de trabalho (Schulz et al., 2018), o que 

corrobora o resultado encontrado. 

Até então temos um composto que reduz o comportamento exploratório dos 

animais, não induz comportamentos do tipo ansioso e nem prejudica a memória de 

trabalho destes, porém parece ter uma atividade hipocampal importante. Em estudos 
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realizados com camundongos PROT KO, estes animais não apresentam comportamentos 

do tipo depressivo avaliados através de testes como o nado forçado (Schulz et al., 2018), 

demonstrando que o aumento nos níveis de L-prolina no SNC não induz esse 

comportamento em animais. Desta forma realizamos o teste do nado forçado e de forma 

semelhante não houve diferenças significativas ao avaliar o tempo de imobilidade entre 

os grupos testados com o LQFM 215 e o grupo veículo (figura 18) compatível com os 

achados da literatura. 

Com base no perfil farmacológico e comportamental do LQFM 215 apresentado 

até o momento, analisamos seu efeito em um modelo de psicose induzido por cetamina. 

Neste modelo, observa-se um perfil  de  hiperlocomoção  induzido  nos  animais  

quando comparado aos animais veículo (Hou et al., 2013; Chatterjee et al., 2011). O 

modelo utilizado nos dá indicativos para responder sobre o efeito do composto em reduzir 

o comportamento exploratório destes animais, e o papel dos transportadores de prolina na 

neurotransmissão excitatória, se tornando alvos para novos tratamentos de doenças 

psiquiátricas. 

Avaliamos o efeito do composto LQFM 215 no modelo de psicose induzido pela 

cetamina realizando primeiramente o teste do campo aberto. No parâmetro dos 

cruzamentos entre os quadrantes do aparato observamos uma redução significativa entre 

o grupo tratado com 30 mg/kg do LQFM 215 e o grupo tratado apenas com a cetamina, 

esta redução também observada na distância total percorrida no teste (figura 19A e 19B). 

Ao avaliar o efeito do composto LQFM 215 vemos um efeito semelhante ao de 

antipsicóticos testados neste modelo, como nos trabalhos de Chatterjee e colaboradores 

(2011), onde os antipsicóticos são capazes de reduzir a mobilidade dos animais no teste 

do campo aberto, atenuando a hiperlocomoção induzida pelo modelo. 

No parâmetro exploratório de grooming não houve diferenças entre os grupos 

testados em comparação com o grupo tratado com a cetamina (figura 19C). Em 

contrapartida houve um aumento no tempo total de imobilidade no grupo tratado com 30 

mg/kg do LQFM 215 (figura 19D). No número de entradas no quadrante central do 

aparato houve uma redução significativa nas doses testadas de 20 e 30 mg/kg do LQFM 

215 em comparação ao grupo tratado apenas com a cetamina (figura 20). O composto 

LQFM 215 é capaz de reduzir a mobilidade dos animais, o que podemos verificar com o 

aumento do tempo imóvel no teste comportamento também verificado em animais PROT 

KO, onde o efeito é semelhante ao de inibição dos transportadores (Schulz et al., 2018). 
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Avaliamos também o efeito do composto nesse modelo sob a perspectiva da 

memória de trabalho ser prejudicada na psicose, como um comprometimento cognitivo 

(Hou et al., 2013). Desta maneira realizamos o teste do labirinto em Y e de maneira 

semelhante ao perfil comportamental observado verificamos que o composto é capaz de 

reduzir significativamente o número de entradas nos braços do aparato em todas as doses 

testadas 10, 20 e 30 mg/kg do LQFM 215 (figura 21A). Do mesmo modo o índice de 

alternância não apresentou diferença significativa em nenhuma dose testada em 

comparação ao grupo tratado apenas com a cetamina, embora haja uma tendência de 

aumento, esta não é significativa (figura 21B). O número de entradas nos braços se 

apresenta alterado neste modelo devido a hiperlocomoção induzida pela cetamina como 

observado nos estudos de Hou e colaboradores (2013), este efeito é reduzido pelo 

composto LQFM 215 atenuando o comportamento de hiperlocomoção reduzindo a 

motilidade e o comportamento exploratório. 

As alterações na transmissão glutamatérgica desencadeadas pelo aumento dos 

níveis extracelulares de prolina-L nos cérebros de animais deficientes em PRODH 

(Paterlini et al., 2005) levam a alterações comportamentais e moleculares que se espera 

que ocorram de maneira semelhante em camundongos PROT KO. De acordo com a 

observação de que Drosophila (Hayward et al., 1993) e camundongos (Gogos et al., 1999) 

deficientes em PRODH exibem anormalidades de movimento e atividade locomotora 

prejudicada, os camundongos PROT KO mostraram hipoatividade comparável (Schulz et 

al., 2018). 

Tomando o conjunto dos resultados deste trabalho podemos apontar o composto 

LQFM 215 como um inibidor dos transportadores de prolina, um composto neuroativo e 

com potencial para o tratamento de desordens psiquiátricas como a esquizofrenia. Seu 

impacto na inibição da captação de prolina intracelular, bem como na viabilidade de 

células percussoras neuronais e no perfil comportamental exibido em animais, demonstra 

o papel importante dos transportadores de prolina na neurotransmissão excitatória. 
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6. Conclusões 

 
 

Os compostos apresentam impactona viabilidade celular e em neuritos a nível 

micromolar, porém abolidos em co-cultura de astrócitos. 

 
Os compostos apresentam um baixo impacto em neurônios periférico a nível 

micromolar. 

 
Os inibidores dos transportadores de prolina tem potencial de inibir a captação 

de prolina em sinaptossomas de hipocampo, onde o composto LQFM-215 parece 

apresentar um maior potencial desta inibição; 

 
O composto LQFM 215 foi capaz de reduzir a mobilidade dos animais sem 

prejudicar sua memória de trabalho e sem induzir comportamentos do tipo ansioso ou 

depressivo; 

 
O composto LQFM 215 possui um efeito estimulante no teste do Marble 

burying, teste com recrutamento hipocampal importante; 

 
O composto LQFM 215 foi capaz de reduzir a hiperlocomoção dos animais em 

um modelo de psicose induzido por cetamina. 
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7. Perspectivas 

 
 

Em estudos futuros avaliar o fator antioxidante presente nas moléculas, já que 

sua composição molecular lhes confere estas propriedades. 

 
Realizar estudos de segurança das moléculas, análises de histopatologia para 

investigar os aspectos do metabolismo destes compostos. 

 
Avaliar no modelo de psicose induzido por Cetamina os sintomas negativos da 

esquizofrenia, investigar o efeito do composto LQFM 215 no teste de interação social de 

três câmaras. 
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