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RESUMO

O AVE (Acidente Vascular Encefalico) é caracterizado por uma perturbacéo no fornecimento
de sangue cerebral, levando a privacéo de oxigénio e glicose ao tecido. A isquemia cerebral
envolve uma liberacdo aumentada de glutamato, ativacdo anormal de NMDAR (receptores de
N-Metil-D-Aspartato), e excitotoxicidade. O transportador de glicina tipo 1 (GlyT1) modula a
neurotransmissao glutamatérgica através de receptores NMDA, sugerindo uma estratégia
terapéutica alternativa para o AVE. Este trabalho investigou o potencial neuroprotetor e de
reparo neuronal da inibicdo de GlyT1 num modelo de isquemia focal em camundongos.
Camundongos Swiss submetidos a ocluséo permanente da artéria cerebral média (MCAQO)
foram randomicamente selecionados para receber trés doses diferentes de Sarcosina (125,
250, e 500 mg/kg, injecdo intraperitoneal) ou veiculo antes ou depois da isquemia. O pré-
tratamento com 250 e 500 mg/kg de sarcosina levou a neuroprotecgdo contra o AVE, como
demonstrado pela reducdo da &rea de infarto e déficits neurolégicos. Além disso, as vias de

GIuN2A/CaMKIV/ICREB e BDNF/TrKB/AKUMTOR foram estimuladas pela sarcosina. A
13



neuroprotecdo da sarcosina esta também relacionada com a diminui¢cdo da atividade da
subunidade GIuN2B e com uma diminuicdo da fosforilagdo de CaMKIla. Portanto, a
neuroprotecdo induzida pela sarcosina ocorre atraves da via de BDNF/TRKB e

CaMKIV/CREB, ambos os processos desencadeados pela atividade de NMDAR.

Palavras-chave: Isquemia, Neuroprotecao, Reparo tecidual, GlyT1, Sarcosina

ABSTRACT

Stroke is characterized by a disruption in the cerebral blood supply, leading to oxygen
and glucose deprivation to the tissue. Cerebral ischemia involves enhanced glutamate
release, abnormal NMDAR activation, and excitotoxicity. Glycine transporter type 1
(GlyT1) modulates glutamatergic neurotransmission through NMDA receptors,
suggesting an alternative stroke therapeutic strategy. This work investigated the
neuroprotective and neurorestorative potential of GlyT1 inhibition in a mouse model of
focal ischemia. Swiss mice subjected to permanent middle cerebral artery occlusion
(MCAOQ) were randomized to receive three different doses of Sarcosine (125, 250, and
500 mg/kg) or vehicle before or after ischemia. Pretreatment with 250 and 500 mg/kg
of Sarcosine led to neuroprotection against stroke, as demonstrated by reduction of
infarct area and neurological deficits. Moreover, GIuN2A/CaMKIV/CREB and
BDNF/TrKB/Akt/mTOR pathways were enhanced by sarcosine. The sarcosine

neuroprotection is also related to GIuN2B subunit downregulation and a decrease in
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CaMKlla phosphorylation. Additionally, we observed that post-stroke treatment with
higher doses of Sarcosine improves the neurorepair process, which is evidenced by
the marked reduction of the infarct area and motor deficits. Therefore, sarcosine
pretreatment induced neuroprotection through the BDNF/TRKB and CaMKIV/CREB
pathways, both processes trigged by NMDAR activity.

Keywords: Glycine transporter type 1; Sarcosine; Stroke; Neuroprotection;

Neurorepair.

1.Justificativa: Impacto e Relevancia para a sociedade

O acidente vascular encefédlico (AVE) é uma desordem na qual o fluxo
sanguineo cerebral € abruptamente reduzido, causando dano neuronal massivo e até
mesmo a morte. Diferencia-se em dois tipos distintos: AVE hemorragico, no qual
ocorre uma lesdo vascular que rompe 0 vaso sanguineo e promove uma hemorragia
intracerebral, e o AVE isquémico, onde ocorre a interrupcdo do fluxo sanguineo
cerebral em decorréncia de alteragbes vasculares como trombos e placas
ateromatosas. Estima-se que, anualmente, 17 milhdes de pessoas no mundo sofram
com o acidente vascular encefalico (AVE), sendo que um terco destas pessoas morre
e outro terco fica permanentemente incapacitado devido as sequelas neurologicas
cognitivas e motoras. No Brasil, as doencas cerebrovasculares representam uma das
principais causas de morte, com incidéncia anual de 108 casos por 100 mil habitantes,

sendo mais prevalentes em homens que em mulheres.

Os sintomas do AVE incluem diversas alteragcdes motoras como dificuldade

para caminhar, fraqueza e rigidez muscular e incapacidade de coordenar movimentos,
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bem como alteragbes cognitivas como dificuldade de fala, fala arrastada, confuséo
mental e perda de memdria recente. No presente momento, os tratamentos
disponiveis ndo séo capazes de reverter o quadro neurolégico instalado apés o AVE,
sendo capazes apenas de evitar maiores prejuizos como a morte encefalica por
diminuicdo severa de fluxo sanguineo cerebral. Diante desse prisma, é de
fundamental importdncia o desenvolvimento de farmacos capazes de promover
neuroprotecao e reparo neuronal, a fim de melhorar substancialmente o quadro clinico

dos pacientes que sofrem com AVE e, portanto, melhorar a sua qualidade de vida.

Neste trabalho foi avaliado o efeito neuroprotetor do bloqueio de
transportadores de glicina do tipo 1 — GlyT1, em modelos animais que simulam a as
condi¢bes de um acidente vascular encefalico isquémico. Foi avaliado o efeito da
sarcosina, um farmaco que atua através da inibicdo de GlyT-1, que por sua vez
promove o aumento dos niveis de glicina na fenda sinaptica, levando a uma
estimulacao indireta dos receptores de NMDA. De forma interessante, os resultados
obtidos demonstram que a sarcosina preveniu a perda da capacidade motora e
reduziu a lesdo cerebral proveniente da indu¢cdo do modelo, assim como também

promoveu o aumento de expressao de proteinas relacionadas a sobrevivéncia celular.

Além disso, o presente estudo também demonstrou que o tratamento pés-
isquemia com sarcosina foi capaz de promover uma acdo de reparo neuronal,
diminuindo a area de leséo cerebral e melhorando os déficits motores correlacionados
com a lesdo no modelo animal de isquemia focal. Por fim, o tratamento pos-isquémico
com sarcosina também foi capaz de aumentar a angiogénese, um processo essencial
para a formacéo de vasos que podem contribuir para o aporte sanguineo deficitario
as regides afetadas pela isquemia cerebral, ajudando, portanto, no reestabelecimento

das fungfes neurais e na diminui¢do da lesdo neuroldgica.

Nesse sentido, essa pesquisa contribuiu para a determinagcdo de alvos
farmacoldgicos Uteis para a promog¢éo de um efeito neuroprotetor e reparo neuronal
no contexto das lesdes cerebrais isquémicas, servindo como base para o

desenvolvimento de novos farmacos capazes de efetivamente tratar essa condigao.
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2. Introducéo
2.1. Acidente Vascular Encefélico Isquémico

Conforme citado anteriormente, o acidente vascular encefalico é decorrente da
interrupcdo abrupta de fluxo sanguineo cerebral causada por diferentes alteracdes
vasculares. Essa interrupcéo causa diretamente a morte neuronal de uma parte do
tecido cerebral (chamada de nucleo isquémico), bem como o desenvolvimento de um
processo inflamatério contundente na area de tecido neural adjacente (conhecida
como area de penumbra isquémica) (Figura 1) (1).

A patogénese da isquemia cerebral resulta da diminui¢do do aporte sanguineo
focal ou global. Esse processo € acompanhado pela reducéo repentina da quantidade
de oxigénio e glicose no sistema nervoso central (SNC), gerando um colapso
energético que desencadeia a morte das células (2). Dessa forma, a gravidade da
leséo cerebral depende do tempo de duracéo e da extensdo da localizacdo do AVE.

De fato, evidéncias mostram que cerca de 120 milhdes de neurbnios morrem a cada
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hora em que um AVE isquémico ndo é tratado, o que representa uma perda
substancial na capacidade neuroldgica (3).

Bloqueio arterial

ateromas ou
’Erombos) @ Zona de penumbra

Area de neurénios que
ainda podem se manter
estaveis

@ Nticleo isquémico

Area de morte
neuronal intensa

Figura 1. Representacdo esquemdtica das etapas de formacdo da lesdo cerebral pds-isquemia,
evidenciando o nucleo isquémico e a zona de penumbra. Fonte: Autoria prépria, utilizando os recursos

do site Biorender.com

A interrupcao de fluxo sanguineo cerebral desencadeia trés principais cascatas
de alteragbes que culminam na morte celular: a mudanga para o metabolismo
energético anaerdbico, o prejuizo da atividade de bombas de sédio/potassio (Na*/K*
ATPases) e a ativacao das vias de estresse celular (Figura 2). A primeira cascata esta
relacionada com a diminuicéo de oxigénio causada pela privacao de fluxo sanguineo,
0 que por sua vez gera uma mudanca drastica no metabolismo celular que forca a
célula a promover o aumento da respiracao anaerébica através da fermentacdo de
piruvato para a formagédo de lactato. Isso gera um aumento expressivo na acidose
tecidual que gera sinalizagdo necessaria para a morte celular (4).

Tendo em vista que a privacdo de oxigénio e mudanca do metabolismo
energeético gera uma deficiéncia grave de adenosina trifosfato (ATP), apés o AVE
isquémico ocorre uma mudanca radical no funcionamento das Na*/K* ATPases que
mantém o equilibrio eletroquimico e o potencial de repouso das membranas celulares.
Esse prejuizo leva a um aumento de despolarizacdo desregulada da membrana
neuronal e um alto influxo de Ca*?, que por sua vez resulta na liberacdo excessiva de

neurotransmissores como glutamato e glicina para a fenda sinaptica. Essa liberacao
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descontrolada de neurotransmissores resulta no aumento de atividade dos receptores
pés-sinapticos glutamatérgicos dos tipos, acido aamino-3-hydroxy-5-methylsoxazole-
4-propionico (AMPA) e N-metil-D-Aspartato (NMDA), que culminam no aumento
excessivo da concentracao intracelular de calcio e a ativacdo de vias de morte celular,
um processo conhecido como excitotoxicidade. Dentre elas, as principais sdo aquelas
que resultam na disfungcdo mitocondrial, no dano ao DNA e as membranas celulares,
e por fim a ativacao da atividade das caspases e consequente apoptose (5).

Por fim, a ativacdo das vias de estresse celular, que ocorre concomitantemente
com o desbalanco eletroquimico e ativagdo exacerbada de receptores
glutamatérgicos, leva a producédo de espécies reativas de oxigénio (Oz27, H202, OH").
O anion superoxido (O27) é um produto derivado de varias reagdes que envolvem
enzimas como NADPH oxidase, monooxigenases e NADH desidrogenase. O Oz é
prejudicial para a célula, sendo rapidamente eliminado pela enzima superoxido
dismutase, que converte duas moléculas de Oz em uma molécula de perdxido de
hidrogénio (H202) e uma de oxigénio (O2). Por sua vez, H202 também oferece risco
oxidativo a célula, sendo os niveis celulares de H202 controlados pela catalase (CAT)
e glutationa peroxidase (GPX), que convertem duas moléculas de H202 em uma
molécula de H20 e uma de O2. De forma interessante, o intenso estresse oxidativo
culmina na atividade proé-inflamatoria das células microgliais, astrocitarias e
endoteliais, 0 que por sua vez estabelece uma cascata de neuroinflamacdo que se

retroalimenta (6, 7).
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Figura 2. Representacdo esquematica da cascata de eventos celulares relacionados com a
fisiopatologia da isquemia cerebral. Nessa imagem destaca-se como a diminuig&o do fluxo sanguineo

cerebral causa uma drastica diminuicdo do aporte de oxigénio e glicose, o que por sua vez modifica o
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metabolismo celular para a producdo anaerbbica de lactato e consequente geracdo de acidose
metabolica. Além disso, ocorre a falha das bombas ifnicas, que promovem um aumento da
concentracao intracelular de célcio e a exocitose massiva de glutamato. Esse glutamato por sua vez
hiperativa receptores NMDA, que geram um alto influxo de célcio no neurbnio pds-sinaptico, que em
Ultima instancia sofre disfungdo mitocondrial, dano ao DNA e membranas, e morte celular. Fonte:

Autoria prépria, utilizando os recursos do site Biorender.com

2.2. Estratégias terapéuticas para o AVE isquémico

Até o presente momento ndo existem terapias farmacologicas eficazes para o
manejo do AVE isquémico. Em casos agudos, isto €, aqueles em que as
manifestacbes sintomaticas surgem de forma repentina e que levam o paciente a
procurar atendimento médico, os profissionais de salude dependem de terapia
trombolitica realizada pelo Ativador de Plasminogénio Tecidual Recombinante (rtPA).
Em casos preventivos, onde se tem um risco elevado de formacao de trombos (como
em condi¢cdes de trombofilia ou outras alteracbes de coagulacéo), recomenda-se o
uso de antiagregantes como aspirina em baixas doses.

Contudo, existem inUmeras desvantagens no emprego dessas estratégias
farmacoldgicas. Tendo em vista o consideravel risco de desenvolvimento de
hemorragia intracerebral, a utilizacdo de rtPA é conduzida através de uma avaliacao
rigorosa de critérios de exclusdo. Esses critérios incluem: tomografia computadorizada
de cranio sem sinais de alteracfes hemorragicas, valores pressoricos arteriais dentro
dos limites fisioldgicos, inicio dos sintomas entre 3 e 5 horas, paciente sem historico
prévio de uso de anticoagulante ou antiagregante plaquetario e razao normalizada
internacional (RNI, que avalia a atividade dos fatores de coagulacdo sanguinea)
menor que 1.7. Em decorréncia desses critérios excludentes, apenas cerca de 4% dos
pacientes que sofrem de AVE isquémico se encaixam no perfil elegivel para o
tratamento farmacolégico com rtPA (8, 9).

Outro medicamento com 0 mesmo mecanismo farmacologico do rtPA que tém
de se demonstrado util no manejo de pacientes com AVE isquémico é a tenecteplase.
Ele é uma versédo geneticamente modificada do rtPA com uma afinidade aumentada
para a fibrina, maior resisténcia contra a acao do inibidor do ativador de plasminogénio
—1, e meia vida mais longa. Contudo, 0s mesmos riscos relacionados com a utilizagéo
de rtPA estado presentes para a terapia com esse farmaco anticoagulante (10).

No que se refere as estratégias de prevencdo, ainda existem limitacdes
21



importantes que restringem a utilizacdo delas em casos clinicos com alto risco de
surgimento de AVEs isquémicos. A utilizacdo de aspirina ou outros antiagregantes
plaquetéarios de forma crénica esta diretamente associada com o aumento significativo
de irritacdo de mucosa estomacal, 0 que por sua vez aumento o risco de surgimento
de lesbes ulcerativas e até mesmo hemorragias gastricas (11, 12). Diante desse
prisma, € crucial o desenvolvimento de novas terapias farmacoldgicas e novos alvos
terapéuticos que se demonstrem eficazes para o manejo neuroprotetor e de reparo

neuronal no contexto do AVE isquémico.

2.3. Alvos terapéuticos em fase de pesquisa

Uma das areas promissoras de pesquisa de novos alvos terapéuticos para a
isquemia cerebral sdo os antagonistas de receptores de NMDA. Confome citado
anteriormente, ocorrem alteragfes nas membranas neuronais que levam ao aumento
da liberacédo de glutamato, o principal neurotransmissor excitatorio do sistema nervoso
central (SNC), levando ao fenbmeno de excitotoxicidade, que em termos gerais €
caracterizado pela hiperatividade de receptores de NMDA, alto influxo de calcio e
degeneracdo e morte neuronal induzida pela atividade de cascatas pré-apoptoticas.
De forma interessante, apds a descoberta desse mecanismo de excitotoxicidade
mediada pelo glutamato, ocorreu um aumento nos estudos envolvendo a utilizagdo de
farmacos antagonistas de receptores NMDA para avaliacdo de potencial efeito
neuroprotetor no contexto isquémico (13-15).

Inimeros farmacos foram desenvolvidos e avaliados nesse contexto de inibicdo
de receptores de NMDA para prevencao de danos excitotéxicos. Com mecanismos de
antagonismo competitivo e ndo-competitivo, farmacos como o MK-801, Memantina e
CP-101,606 foram avaliados em estudos pré-clinicos e clinicos para a analise de um
possivel efeito neuroprotetor ou de reparo neuronal no contexto de isquemia cerebral.
Infelizmente, todos os testes clinicos falharam em demonstrar evidéncias da eficacia
desses farmacos para o manejo adequado do AVE isquémico, além de apresentarem
efeitos adversos psicomiméticos sendo largamente relatados (16). Essa estratégia
terapéutica pode ter falhado pelo fato desses farmacos antagonizarem completamente
a atividade dos receptores NMDA, que, em contextos ndo patoldgicos, sdo essenciais
para o funcionamento correto das transmissdes sinapticas nas diversas regides

cerebrais.
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Contudo, apesar das evidéncias apontarem para a ineficacia do antagonismo
completo de receptores de NMDA na promocédo de efeitos neuroprotetores, existem
outras formas de modular a atividade desses receptores e de suas respectivas vias
intracelulares. De fato, um teste clinico recente apontou resultados promissores
utilizando a nerinetida, um farmaco capaz de inibir a via de NMDA-PSD-95-nNOS e
mitigar a atividade excitotoxica relacionada com a hiperatividade de receptores de
NMDA. Ainda existem limitacdes relevantes no que concerne a eficacia desse alvo
terapéutico, principalmente levando em conta que a nerinetida sofre clivagem
proteolitica pela plasmina, quando essa é aplicada em conjunto com o rtPA.
Entretanto, estudos recentes tém analisado a capacidade de enantibmeros da
nerinetida insensiveis a clivagem pela plasmina de serem utilizados para o tratamento
da isquemia cerebral (17, 18).

Para além desses farmacos e alvos anteriormente citados, estudos recentes
tém demonstrado a utilidade da modulacdo da atividade glutamatérgica ndo pelo
antagonismo direto, mas sim pela modulacdo da concentracdo de um dos principais
co-agonistas dos receptores de NMDA: a glicina. Nas secdes a seguir, iremos discutir
a fisiologia dos receptores de NMDA, sua relagdo com a atividade excitotoxica no
contexto isquémico e a regulacéo de sua atividade pela glicina.

2.4. Receptores de NMDA: uma perspectiva geral

Os receptores de NMDA sé&o canais idnicos regulados por ligantes que
medeiam uma vasta quantidade de processos cognitivos e comportamentais atraves
do controle da neurotransmissao glutamatérgica excitatéria no SNC. Além deles, os
receptores AMPA e cainato, ambos pertencentes ao grupo de canais ioGnicos
regulados por ligantes, também fazem parte da modulagcdo da atividade
glutamatérgica. De forma interessante, ao contrario do que acontece com 0S
receptores AMPA e cainato, o receptor NMDA possui um bloqueio voltagem-
dependente de Mg*?, uma alta permeabilidade para o célcio e requer a atividade
concomitante do agonista e co-agonistas (glicina ou d-serina). Isso impacta
diretamente na atividade e na funcionalidade desses receptores dentro do contexto
fisiologico do sistema nervoso central (19, 20).

Nas sinapses excitatorias espalhadas pelo encéfalo, a liberacdo de glutamato

promove a geracao de correntes pos-sinapticas excitatdrias através de dois principais
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componentes: a atividade dos receptores AMPA, seguida da atividade dos receptores
de NMDA. A ligacdo do glutamato aos receptores AMPA/cainato promove uma
geracdo rapida e transiente de correntes de sodio, que por sua vez séo fortes o
suficiente para mudar a polarizacdo da membrana neuronal e promover a retirada do
Mg*? que bloqueia a atividade dos receptores de NMDA (21, 22).

A atividade dos receptores NMDA mediada tanto pela ligacdo do glutamato
guanto pelos seus co-agonistas promove um aumento substancial no influxo de Ca*?
por um tempo prolongado. Esse aumento nos niveis intracelulares de calcio é
responsavel pela atividade de diversas vias intracelulares sensiveis ao calcio, que por
sua vez promovem mudancas a curto e longo-prazo relacionadas com a forgca
sinaptica e a morfologia neuronal. Essas alteracdes celulares se mostram vitais para
processos importantes como a aquisicdo e consolidacdo de memoaria, bem como no
contexto patolégico da isquemia cerebral (23).

Os receptores de NMDA sao codificados por uma familia de genes que
produzem uma subunidade GIuN1 constitutiva (que possui 8 variantes por splicing
alternativo), uma subunidade GIuN2 (que possui quatro variantes: GIUN2A-D), e uma
subunidade GIuN3 (que possui 2 variantes: GIUN3A-B). Essas diferentes subunidades
sdo agrupadas no reticulo endoplasmatico em pares distintos. A forma mais comum
de receptor NMDA encontrada no sistema nervoso é feita pelo agrupamento de duas
subunidades GIuN1 e duas subunidades GIuN2, arranjadas de forma a conter um poro
central por onde o calcio entra (24).

De forma interessante, a composicao tetramérica desses receptores e suas
respectivas localizagées possuem regulacdes complexas. Enquanto as subunidades
GIuN1l sdo constitutivamente expressas de forma uniforme através do sistema
nervoso central, as diferentes variantes da subunidade GIuN2 possuem distribuicoes
regionais especificas. Essa variacdo regional é essencial para as propriedades
biofisicas e os papeis fisiologicos que os receptores NMDA possuem no SNC (25).

Existem diferentes sitios de ligagdo para os agonistas e co-agonistas dos
receptores de NMDA, sendo estes responsaveis por cascatas intracelulares distintas.
Os principais sitios séo o sitio de ligacéo da glicina na subunidade GIuN1 e o sitio de
ligagdo do glutamato na subunidade GIuN2. Uma vez que ambos 0s sitios estejam
devidamente ocupados pelo glutamato e glicina, os receptores de NMDA sofrem
alteracdes conformacionais que resultam na abertura do canal e consequente influxo

de célcio, sédio e efluxo de potassio (Figura 3) (26).
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A desregulacdo da atividade dos receptores de NMDA €& sabidamente
relacionada com condi¢fes patoldgicas como a esquizofrenia, a Doenca de Alzheimer
e o0 AVE isquémico. Isso ocorre em decorréncia do papel desses receptores no
desenvolvimento do processo de excitotoxicidade. Nesse sentido, nas proximas
secOes iremos discutir sobre o papel dos receptores de NMDA na fisiopatologia da

isquemia cerebral.
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Figura 3. Representacdo esquemética dos sitios de ligagdo e das subunidades que comp&em o

receptor de NMDA. Fonte: Autoria prépria, utilizando os recursos do site Biorender.com

2.5. Receptores de NMDA na fisiopatologia da isquemia cerebral
2.5.1. Excitotoxicidade

O processo fisiopatologico de excitotoxicidade é diretamente ligado com a
hiperatividade dos receptores de NMDA. Essa hiperativagdo implica numa abertura
prolongada desse canal ibnico, incorrendo em influxos sustentados de célcio e uma
consequente sinalizagcdo anormal. A liberacdo massiva de glutamato durante esse
processo, como discutido anteriormente, é resultado as alteracbes no balanco
eletroquimico e no potencial de repouso das membranas neuronais, resultando em

morte neuronal e neurodegeneracao por varios dias apos o evento isquémico (27).
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Essa disruptura nos gradientes eletroquimicos das membranas neuronais também é
responsavel pela alteracdo do funcionamento de transportadores como o
transportador de glutamato (GIuT), que acaba por realizar a liberacédo de glutamato na
fenda sinaptica (ao invés da recaptacdo), perpetuando uma cascata de atividade
excitotoxica nas células neuronais adjacentes.

O papel dos receptores de NMDA na fisiopatologia da isquemia cerebral tem
sido estudado extensivamente. A literatura recente demonstra que sua atividade no
contexto da excitotoxicidade varia em fungéo das vias intracelulares ativadas, o que
por sua vez depende tanto da sua composi¢cao de subunidades quanto da localiza¢éo
celular destes receptores.

De fato, no que se refere as hipoteses relacionadas com a composi¢cao de
subunidades, existe uma extensa literatura que indica papéis diferentes para
receptores compostos pelas subunidades GIuN1/GIuN2A e GIuN1/GIuN2B. Postula-
se que os receptores deste primeiro grupo contribuem para a sobrevivéncia neuronal
pos-isquemia, enquanto o0s receptores do segundo grupo estdo mais envolvidos com
a atividade de morte celular pos-isquemia (27-31).

Essa hipétese que relaciona a composicdo de subunidades de receptores de
NMDA e a atividade excitotoxica levou ao surgimento de estratégias terapéuticas que
envolviam antagonistas especificos para cada subunidade. Existem evidéncias que
demonstram que o uso de antagonistas especificos para a subunidade GIuN2B, como
o0 Ro 25-6981, possuem a capacidade de reduzir a neurotoxicidade mediada pela
hiperativacao de receptores de NMDA tanto in vitro quanto in vivo, e que antagonistas
da subunidade GIuUN2A exacerbam esse processo patologico (28, 31). Esses papeis
distintos estdo relacionados com diferencas no dominio C-terminal dessas
subunidades. Em verdade, existe um corpo de evidéncias que mostra a capacidade
de receptores compostos pela subunidade GIuUN2A de ativarem vias intracelulares que
promovem a sobrevivéncia celular, como a via PI3K/Akt/CREB, CaMKIV/CREB,
Ras/Erk/CREB, enquanto aqueles compostos pela subunidade GIUN2B ativam vias
relacionadas com a morte celular, como a via de PSD95/nNOS, DAPK1/JINK,
PSD95/p38 e CaMKII/NNOS (32, 33).

Contudo, é importante destacar que essa hipotese ndo leva em consideracao
as possiveis contribuicdes de outros subtipos de receptores NMDA (GIuN3, GIuN2C,
GIuN2D), que, ao todo, contribuem para cerca de 50% da composicao de receptores

no encéfalo. De fato, alguns estudos demonstram papéis conflitantes das subunidades
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GIuN2C e GIuN2D tanto na mediagcdo da morte neuronal por excitotoxicidade, quanto
na prevencdo desse processo (34). Por fim, essa hipotese também nédo abarca as
regulacdes dinamicas temporais e espaciais entre as subunidades GIuN2A e GIuN2B,
0 que por sua vez pode ter um papel essencial na construcdo de terapias
farmacoldgicas eficazes para a neuroprotecdo contra insultos isquémicos.

No que se refere a hipétese que liga a disposicdo celular dos receptores de
NMDA e diferentes papeis ha mediacao da atividade excitotoxica, existem evidéncias
que apontam que o0s receptores dispostos na sinapse possuem atividade proé-
sobrevivéncia celular, enquanto aqueles dispostos em sitios extra sinapticos
contribuem para a morte neuronal. Essa hip6tese surgiu ap0s a descoberta de que
esses receptores possuem funcionalidade distinta em relacdo a regulacdo da
plasticidade sinaptica mediante a sua posic¢ao celular. Enquanto receptores dispostos
nas sinapses estao relacionados com o processo de potenciacao de longo prazo (do
inglés Long-Term Potentiation, LTP), que é caracterizado como um processo de
plasticidade neuronal responsavel pelo fortalecimento da transmisséo sinaptica, os
receptores dispostos nos sitios extra sinapticos possuem a capacidade de promover
0 processo de depressao de longo-prazo (do inglés Long-Term Depression, LTD),
caracterizado pela diminuicdo da atividade sinaptica (35-37). E importante destacar
que, enquanto receptores dispostos na sinapse s&o primariamente compostos de
subunidades GIUN2A, aqueles dispostos em sitios extra sinapticos sdo compostos por
subunidades GIuN2B.

Contudo, apesar das evidéncias pré-clinicas apontarem para um efeito
neuroprotetor da inibicdo de subunidades GIuN2B dispostas em sitios extra sinapticos,
a translacdo dessa hip6tese para a populacdo humana ndo tem obtido éxito (38).
Nesse sentido, tém ocorrido um esforco para o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas que modulem a atividade dos receptores de NMDA sem necessariamente
atuarem como antagonistas especificos destes. Uma das estratégias emergentes esta
relacionada com a regulagéo da atividade de co-agonistas como a glicina, através da
modulacao dos transportadores de glicina. Desta forma, as se¢des a seguir discutirdo
sobre os diferentes tipos de transportadores de glicina, sua relagdo com funcéo

glutamatérgica e seu papel na atividade excitotdxica pos-isquémica.

2.6. Pré-condicionamento isquémico

A tolerancia contra lesdes cerebrais isquémicas pode ser aumentada através
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da exposicdo prévia a estimulos pré-condicionantes. O primeiro estudo in vivo a
demonstrar esse efeito demonstrou um aumento expressivo da capacidade de
cérebros de roedores de produzir energia através do processo metabdlico de glicolise
anaerobica apos breve periodo de hipoxia tecidual, o que por sua vez aumentou o
tempo de sobrevivéncia do animal ap6s a exposi¢cdo a um longo periodo de anoxia
(39).

De fato, os dados mais recentes tém demonstrado que a tolerancia isquémica
parece se tratar de uma forma evolutivamente conservada de plasticidade cerebral
que ocorre em vertebrados, incluindo humanos. Os estimulos pré-condicionantes
possuem a capacidade de fundamentalmente ativar uma série de respostas
adaptativas que incluem a alteracao de permeabilidade de canais iénicos, fosforilacdo
de diferentes proteinas intracelulares e ativacdo de genes de sobrevivéncia celular.
De forma clara, todas essas alteracbes promovem a modulagdo de um arranjo de
genes e proteinas que alteram o microambiente celular atenuando diversos
mecanismos relacionados com a lesédo isquémica, incluindo o reforco das defesas
antioxidantes, a prevencao de disfuncdo metabodlica e até mesmo as vias de
excitotoxicidade (40).

As diferencas entre a duracao, intensidade e frequéncia do estimulo determina
se esse possuird a capacidade de atuar como estimulo pré-condicionante e ativar
respostas adaptativas ou se ird atuar como nocivo ao sistema. Ou seja, enquanto
estimulos com intensidades adequadas podem promover as respostas de
sobrevivéncia celular e induzir o pré-condicionamento cerebral, os mesmos estimulos
em intensidades altas podem promover o aumento da excitotoxicidade e da morte
neuronal em decorréncia da lesdo isquémica (40). Apesar de breves momentos de
isquemia cerebral atuarem como estimulos pré-condicionantes, uma vasta gama de
estimulos endogenos pode promover o mesmo efeito.

De fato, diversos estudos demonstraram que a neurotransmissao
glutamatérgica, em especial aquela mediada pelos receptores de NMDA, possuem
papel crucial no fenbmeno de tolerancia isquémica e plasticidade cerebral apoés
estimulo pré-condicionante. Em verdade, o bloqueio de receptores de NMDA em
modelos in vitro e in vivo causam a interrupcéo dos efeitos neuroprotetores gerados
pelo pré-condicionamento isquémico (41-44). Ademais, doses sub-convulsivantes de
NMDA em modelos in vivo e in vitro de isquemia cerebral sdo capazes de promover

efeito neuroprotetor, evidenciando a importancia da sinalizacdo glutamatérgica na
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inducéo do efeito pré-condicionante (45, 46).

Os mecanismos associados com esse efeito neuroprotetor parecem estar
relacionados com a atividade de vias intracelulares de sobrevivéncia celular como Akt,
ERK1/2 e CREB. De fato, enquanto a ativacdo moderada de receptores de NMDA
promovem a sinalizagdo intracelular de célcio que ativa as vias de sobrevivéncia
celular, a ativacéo exacerbada promove o acumulo de célcio intracelular e a atividade
de excitotoxicidade. Para além disso, outras vias também sdo essenciais para a
manutencdao do efeito de pré-condicionamento isquémico relacionado com a atividade
de receptores de NMDA. A ativac&o de vias intracelulares que levam a producgéo de
fatores neurotréficos, como aquelas que produzem o fator neurotréfico derivado do
cérebro (BDNF) e o fator de crescimento neural (FGF), em conjunto com o aumento
de proteinas chaperonas e proteinas de choque térmico parecem ser cruciais para o
desenvolvimento do pré-condicionamento isquémico (47-49).

Contrabalanceando os efeitos da morte celular programada existem as vias de
sobrevivéncia celular programada, importantes para a atividade de pré-
condicionamento cerebral. Por exemplo, é sabido que diferentes estimulos pré-
condicionantes podem aumentar a sintese de proteinas anti-apoptéticas como a BCL2
e BCL-X, em decorréncia de aumentos significativos na atividade de CREB, bem como
no aumento da estabilizagcdo do potencial de membrana mitocondrial, diminuindo a
liberacdo do citocromo ¢ mitocondrial e as proteinas SMAC/DIABLO (50).

De fato, esse processo de sobrevivéncia celular programada €é caracterizado
como um complexo mecanismo de plasticidade cerebral que envolve varias vias
intracelulares mediadas pela ativagéo dos receptores de NMDA. Levando todos esses
dados em conta, € justificAvel que se desenvolva estudos que avaliem o efeito da
potencializagdo da fungédo de receptores de NMDA com o intuito de induzir o pré-

condicionamento isquémico (46).

2.7. Glicina

A glicina € um dos aminoacidos mais simples presente nos mamiferos e possui
diferentes papeis no sistema nervoso central, como a regulacdo de sintese proteica e
da neurotransmissao excitatoria e inibitoria. A glicina pode ser produzida por duas vias
distintas: a partir do aminoécido serina, através da acdo da enzima serina

hidroximetiltransferase, ou a partir do metabolismo de colina, que é primeiramente
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transformada em sarcosina e posteriormente a glicina pela enzima sarcosina
dehidrogenase (51).

Juntamente com o neurotransmissor GABA (&cido-y-aminobutirico), a glicina
atua como neurotransmissor inibitorio importante para o funcionamento de areas
cerebrais distintas. Através de sua ligacdo no sitio A de ligacdo a glicina nos
receptores de glicina (GlyRs), esse neurotransmissor possui a capacidade de induzir
a hiperpolarizacdo neuronal e promover potenciais pos-sinapticos inibitorios ao
aumentar a conduténcia neuronal ao Cl. Essa atividade resulta em um efeito de
inibicdo de despolarizagdo neuronal rapida, sendo importante para o controle do
balanco excitatorio/inibitorio no sistema nervoso (52, 53).

A hipotese de atuacdo da glicina como neurotransmissor se deu a partir da
observacdo que os niveis de glicina se encontravam muito maiores na medula
espinhal do que em outros locais do sistema nervoso central. A partir disso, diferentes
estudos demonstraram que a glicina era distribuida de forma a se colocalizar com
interneurdnios inibitérios da medula espinhal, sendo sintetizada e liberada por estes
apos a estimulacéo elétrica. Essas observacdes levaram ao entendimento da glicina
como um neurotransmissor inibitério que atua em conjunto com terminais gabaérgicos
(54-57).

Os receptores de glicina pertencem a familia de receptores que possuem poro
seletivo para o ion cloreto. Estes sdo estruturas pentaméricas compostas por
subunidades alfa (alfa 1-4) e beta, responsaveis pela ancoragem na membrana
plasmatica. Existem dois tipos distintos de receptores de glicina no SNC: os receptores
sensiveis a estricnina, que possuem a capacidade de produzir um potencial pos-
sinaptico inibitério rapido, estando principalmente localizados na medula espinhal,
tronco encefalico e cerebelo, e 0s receptores insensiveis a estricnina, colocalizados
com receptores de NMDA, atuando de forma direta na regulacédo da neurotransmissao
excitatoria glutamatérgica, distribuidos no cortex e hipocampo (58, 59).

De fato, como mencionado anteriormente, para além da atuacdo da glicina
sobre os receptores de glicina insensiveis a estricnina, ela também atua como co-
agonista dos receptores glutamatérgicos do tipo NMDA, ligando-se em seu sitio de
ligacdo e promovendo a ativacéo desses receptores. Johnson e Ascher (60) foram os
primeiros a demonstrarem que a glicina potencializava a resposta dos receptores de
NMDA em culturas de neurbnios corticais de roedores, enquanto Kleckner e

Dingledine (61) reportaram a obrigatoriedade de atuacao da glicina como co-agonista
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desses receptores.

2.8. Transportadores de Glicina

Os transportadores sao proteinas ligadas a membranas que facilitam o
transporte de uma ampla gama de moléculas através de membranas bioldgicas,
sendo expressas em quase todos os epitélios dos principais 6rgaos. A transmissao
sinaptica requer a atividade de transportadores de alta afinidade. Eles removem
neurotransmissores previamente liberados na fenda sinaptica, transportando-os de
volta para os terminais sinapticos, ou para as células gliais circundantes, para manter
um equilibrio rigoroso da atividade pré e pés-sinaptica, o que contribui para a funcéo
neuronal normal (62).

O sistema de classificacdo de proteinas divide os transportadores em duas
superfamilias: Cassete de ligacdo de ATP (ABC) e transportadores de soluto (SLC).
A primeira atua principalmente como transportador de efluxo utilizando a energia da
hidrolise de ATP para regular sua funcdo; a segunda atua geralmente regulando a
entrada de pequenas moléculas nas células, por exemplo, aminoacidos e
neurotransmissores, utilizando gradientes eletroquimicos para impulsionar o
transporte de seus substratos através das membranas (63, 64).

Os transportadores de neurotransmissores fazem parte da superfamilia SLC,
dividida em duas subfamilias diferentes: 1. Transporte de aminoacidos excitatorios
dependentes de Na+; estes transportadores incluem glutamato e aspartato; 2.
Transporte dependente de Na+/Cl- de transmissores inibitérios como GABA e glicina
(65-67).

Existem dois tipos distintos de transportadores de glicina dispostos pelo
encéfalo: o transportador de glicina do tipo 1 (GlyT1) e o transportador de glicina do
tipo 2. Ambos sdo membros da familia SLC6 de transportadores de
neurotransmissores dependentes de sodio/cloreto. Como observado em outros
membros da familia SLC6, o transporte de glicina mediado por GlyTs é
energeticamente acoplado a um gradiente de sddio que é estritamente mantido por
Na+/K+ ATPase. A ligacdo de substratos (sddio, cloreto e glicina) induz uma mudanca
conformacional nos GlyTs que muda os transportadores de um estado "para fora" para
um estado "para dentro". Ao fazer isso, o local de ligacdo da glicina é exposto ao

citosol e libera sodio, cloreto e glicina (68, 69). A estequiometria para GlyT1 e GlyT2
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revela que GlyT1 transporta dois ions de sodio em troca de um cloreto e uma glicina,
enquanto GlyT2 usa trés ions de sédio em troca de glicina e cloreto.

Esta diferenca é responsavel por uma forca motriz de glicina em GlyT2 maior
que GlyT1, tornando-o mais capaz de manter os niveis extra e intracelulares de glicina.
Além disso, essa caracteristica também da ao GlyT1 a capacidade de operar em modo
de captacao reversa, liberando glicina para o espago extracelular para equilibrar a
tendéncia intracelular, levando a uma liberacdo de glicina independente do céalcio em
regides sinapticas (70).

A distribuicdo neuroanatémica dos GlyTs € essencialmente impulsionada pelo
papel da L-glicina na neurotransmissédo inibitéria ou excitatéria. De modo geral, a
expressdo do RNA mensageiro do GlyT1l foi encontrada em células gliais do
hipotalamo, talamo, diencéfalo, retina, bulbo olfativo, bem como em areas
correlacionadas com terminais glutamatérgicos como o neocértex e hipocampo(71,
72). Além disso, no que se refere a expressdo de GlyT2, a literatura aponta uma
expressao mais elevada na medula espinhal, tronco cerebral e cerebelo, estando este
mais associado a neurotransmissao inibitoria glicinérgica/gabaérgica (73, 74) (Figura
3).
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Distribuicdo Neuroanatémica Distribuicao Neuroanatomica
de GlyT1 de GlyT2

i

Figura 4. Distribuicdo neuroanatémica dos transportadores de glicina tipo 1 e 2. A figura mostra

estruturas coloridas para demonstrar dreas em que a expressdo do respectivo transportador é
abundante, enquanto as estruturas cinzas demonstram &reas em que a expressao € baixa. O
transportador de glicina tipo 1 (GlyT1) € abundante expresso no neocértex, talamo e hipocampo,
enquanto o transportador de glicina tipo 2 (GlyT2) é marcadamente expresso no tronco cerebral,

medula espinhal e cerebelo. Fonte: Autoria prépria, utilizando os recursos do site Biorender.com

E importante destacar que para além dessas diferencas regionais, existem
diferencas na disposicdo celular desses dois transportadores de glicina. De fato,
dados recentes mostram que o GlyT1l é abundantemente expresso em células
astrocitarias adjacentes as sinapses glutamatérgicas e glicinérgicas, enquanto o
GlyT2 é majoritariamente expresso em terminais pré-sinapticos glicinérgicos.
Contudo, GIlyT1 também pode ser encontrado em terminais pré-sinapticos
glutamatérgicos, tendo fungfes distintas dependendo dos niveis extracelulares de
glicina (75).

Os transportadores de glicina do tipo 1 localizados nas células gliais séo
responsaveis pela recaptacao de glicina da fenda sinaptica, a fim de promover o

término da transmissdo sinaptica mediada por esse transmissor. Em sinapses
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glutamatérgicas, o GlyT1 é crucial para a manutencdo de niveis subsaturados de
glicina, o que por sua vez medeia a funcéo dos receptores pds-sinapticos de NMDA e
por consequéncia toda a atividade glutamatérgica (Figura 4) (76, 77).

Nesse sentido, dada a importancia desses transportadores para a regulacao
fina da atividade glutamatérgica, diversos grupos de pesquisa comecaram a aventar
a possibilidade de utilizacdo dessas proteinas como alvos farmacolégicos Uteis para
o manejo do processo de excitotoxicidade e, possivelmente, para a promocéo de
neuroprotecdo contra insultos isquémicos e doencas neurodegenerativas. Dessa
forma, na proxima secao iremos abordar sobre o desenvolvimento de inibidores dos

transportadores de glicina do tipo 1 e sua potencial atividade neuroprotetora.
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Figura 5. Distribuic&o celular dos transportadores de glicina. Para neurotransmisséo inibitéria (por
exemplo, glicinérgica), GlyT1 é expresso principalmente por astrocitos, sendo importante para a
liberacdo da glicina da fenda sinaptica, enquanto GlyT2 é expresso em neurfnios pré-sinapticos, sendo
responsavel pela recaptacao da glicina através da membrana pré-sindptica, elevando assim os niveis
intracelulares de glicina a fim de reabastecer as vesiculas neuronais. Para as neurotransmissfes
excitatorias (por exemplo, glutamatérgicas), GlyT1 é expresso em neurdnios pré-sinapticos e astrocitos
circundantes. Nos astrdcitos, GlyT1 é responsavel pela reabsorcdo da glicina, mantendo os niveis
subaturados deste co-agonista NMDAR. Em neurdnios pré-sinapticos, GlyT1 pode realizar o transporte
inverso de glicina (quando o nivel extracelular de glicina é inferior ao intracelular), assim, pode
administrar o equilibrio estrito da atividade NMDA. GlyR= Receptor de glicina; GlyT= Transportador de
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glicina; VIAAT= Transportador de aminoacidos inibitérios vesiculares; EAAT= Transportador de

aminodcidos excitatérios. Fonte: Autoria prépria, utilizando os recursos do site Biorender.com

2.9. Inibidores dos transportadores de glicina do tipo 1

Os inibidores dos transportadores de glicina do tipo 1 sdo uma classe
farmacoldgica de drogas capazes de seletivamente inibir GlyT1 e promover o aumento
significativo nos niveis extracelulares de glicina no encéfalo. Essa classe surgiu com
0 avanco do entendimento da fisiopatologia da esquizofrenia e sua correlagdo com a
hipofuncéo de receptores de NMDA. De forma interessante, foi demonstrado que a
inibicdo desses receptores com drogas como a cetamina ou a fenciclidina (PCP) é
capaz de promover sintomas psiquicos relacionados com aqueles presentes na
esquizofrenia. Tendo em vista que a glicina pode potencializar a atividade
glutamatérgica, postulou-se que o aumento nos niveis extracelulares de glicina,
através da inibicdo de GlyT1, pudesse ser capaz de atenuar os sintomas ao resultar
em uma melhoria de atividade dos receptores de NMDA (78-80).

Uma das primeiras moléculas inibidoras de GIlyT1l testadas foi a
glicildodecilamida (GDA), uma molécula derivada da glicina que possui a capacidade
de reverter a hiperatividade induzida por injecdes de fenciclidina em modelos animais
de esquizofrenia. E interessante destacar que esses primeiros estudos demonstraram
uma eficdcia marcadamente maior da GDA na reducdo dos sintomas relacionados
com a esquizofrenia, quando comparada a eficacia da terapia exdégena de glicina.
Nesse sentido, postula-se que a modulacdo endégena dos niveis de glicina, isto €, a
modulacdo da atividade dos transportadores de glicina, se mostra mais Uutil
terapeuticamente do que apenas a terapia de glicina exdgena (81, 82).

A partir disso, comecou-se a buscar o desenvolvimento de moléculas analogas
a glicina que possuissem a capacidade de inibir seletivamente os transportadores de
glicina do tipo 1 para o manejo dos sintomas esquizofrénicos relacionados com a
hipofunc&o de NMDA. O primeiro farmaco inibidor de GlyT1 que foi amplamente usado
nos testes pré-clinicos e clinicos foi a sarcosina, um derivado direto da glicina que
possui a capacidade de inibir competitivamente o transportador de glicina do tipo 1 de
forma seletiva. De forma interessante, a sarcosina foi capaz de reduzir
significativamente tanto os sintomas negativos quanto os sintomas cognitivos da

esquizofrenia, demonstrando-se eficaz no manejo da hipofuncéo glutamatérgica (83).
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Contudo, ao longo do desenvolvimento dessa classe de farmacos, as diferentes
estratégias utilizadas para a inibicdo de GlyT1 ndo se mostraram tdo eficazes na
grande maioria dos estudos clinicos de fase Ill. Em sua esséncia, apesar de se
mostrarem promissores durante os estudos pré-clinicos, nenhum farmaco inibidor de
GlyT1, até o presente momento, mostrou-se eficaz na redu¢do dos sintomas negativos
e cognitivos relatados pelos pacientes com esquizofrenia, quando este foi comparado
com o tratamento placebo em estudos randomizados e duplo-cegos (84-86).

Apesar dos resultados desanimadoras dos inibidores de GlyT1 no contexto da
esquizofrenia, estudos recentes tém demonstrado que essa classe farmacoldgica
pode ser util para o manejo da excitotoxicidade no contexto de doencas
neurodegenerativas e na isquemia cerebral. De fato, recentemente foi demonstrado
gue o tratamento com baixas doses de L-glicina apresentou efeitos neuroprotetores
em um modelo animal de isquemia cerebral focal, reduzindo o volume de infarto e os
escores de déficit neurologico. Por outro lado, o tratamento com altas doses de glicina
exerceu efeitos opostos no mesmo modelo, aumentando o dano cerebral (87). Esta
diferenca possivelmente é resultado do tipo de receptores NMDA ativados pela glicina.
Aparentemente, o tratamento com baixas doses de glicina induz a neuroprotecao
dependente de CREB, que esta associada a ativacdo de receptores NMDA contendo
a subunidade GIluN2A.

Para além disso, resultados recentes demonstraram a eficacia do pré-
tratamento com sarcosina na indugdo de neuroprotecdo in vitro em um modelo
isquémico de privagdo de oxigénio e glicose. Os dados mostram que a sarcosina é
capaz de alterar vias de sinalizacdo importantes para a sobrevivéncia celular, como
aguelas relacionadas com a via de BDNF/CREB e outras neurotrofinas, além da
modulacdo da composicao de receptores de NMDA, favorecendo uma diminui¢ao da
expresséo da subunidade GIuN2B (88).

Ademais, em um estudo subsequente, foi demonstrado que o pré-tratamento
com NFPS, um inibidor ndo-competitivo e seletivo para GlyT1, é capaz de promover
neuroprotecdo contra danos hipocampais relacionados com a excitotoxicidade
mediada pela administracdo de NMDA (89). Em verdade, até o presente momento, a
estratégia terapéutica de modulacéo dos transportadores de glicina do tipo 1 com o
intuito de diminuir a atividade excitotoxica mediada pela hiperativacdo de receptores

de NMDA se mostra promissora.
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2.10. Reparo tecidual apés isquemia

As alteracOes causadas pela lesdo isquémica levam a ativacdo de diferentes
mecanismos de reparo tecidual e recuperacao da funcionalidade da area afetada. Por
exemplo, lesdes isquémicas subcorticais tendem a aumentar a ativacéo cortical
bilateral em decorréncia da estimulacao sensorial ou motora do membro afetado. Esse
padrdo de resposta bilateral se torna, apdés o avanco na recuperacdo do paciente,
focalizada no cortex contralateral ao membro afetado (o cortex afetado pela lesdo
isquémica), ocorrendo um aumento de conexdes e atividade neuronal de regides preé-
motoras e motoras suplementares (90, 91). De fato, aparentemente a recuperacao
funcional apds a isquemia depende diretamente da reorganizacdo neuronal,
reorganizagdo da atividade cortical adjacente ao sitio de lesdo isquémica e a
estimulacdo de reparo tecidual.

Dentre os mecanismos de reparo tecidual que ocorrem ap0s o0 evento
isquémico, a neurogénese assume papel importante na reorganizacdo neural e
recuperacdo funcional. Em situacdes fisioldgicas, a neurogénese adulta ocorre
atravées da formacdo de novos neurbnios nos nichos neurogénicos (zona
subventricular e zona subgranular do giro denteado) e sua migracdo através da
corrente de migracao rostral (do inglés Rostral Migration Stream) que leva 0s novos
neurdnios para o bulbo ofatério(92, 93).

De forma surpreendente, o proprio evento isquémico causa um aumento de
sinalizagdo nos sitios de células tronco neurais residentes nos nichos neurogénicos,
promovendo a migracdo de neuroblastos (neurdnios imaturos recém-formados) para
areas de lesdo isquémica. De fato, em experimentos realizados em camundongos,
inimeros neuroblastos migram-se de sua origem subventricular até areas de peri-
infarto cortical. A migracao ectopica dos precursores neurais € um processo descrito
em diferentes modelos animais de isquemia cerebral, bem como em humanos.
Dependendo da area de lesdo isquémica, as rotas de migracdo ectopicas podem
seguir caminhos distintos: enquanto as células precursoras neurais migrando para o
estriado realizam essa rota diretamente através da zona subventricular, as células que
estdo se transportando para o cortex isquemiado utilizam como rota o corpo caloso
Essa migracao ocorre em ondas e pode se estender durante dias, sendo caracterizado
como um processo dinamico responsavel pela recuperacao funcional e o reparo
tecidual apos isquemia (94-96).
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As contribuices da neurogénese poés-isquemia para a indugdo do reparo
neuronal foram avaliadas em estudos envolvendo a ablag&o transgénica das células
precursoras neurais. Esses estudos relatam que o bloqueio dos nichos neurogénicos
pode afetar significativamente a recuperacado neurolégica apos evento isquémico.
Enquanto isso, estudos que utilizam o transplante de células precursoras neurais
demonstram um aumento na capacidade de recuperagcao tecidual e funcional,
aumentando também a sobrevivéncia neuronal apds a isquemia, indicando, portanto,
gue 0 processo heurogénico é crucial para o reparo neural (97-99).

A angiogénese € outro processo crucial que, em conjunto com a neurogénese
pés-isquemia, promove o reparo neural e a recuperacao funcional das habilidades
motoras e sensoriais. Esse processo é caracterizado pela formacéo de novos vasos
através da atividade de células endoteliais maduras (onde ocorre o crescimento de
novos capilares a partir de vasos pré-existentes) e células progenitoras endoteliais.
Ambos 0s processos ocorrem de maneira intrincada, uma vez que 0S sitios
neurogénicos estdo anatomicamente sobrepostos aos nichos angiogénicos. Em
verdade, a literatura recente tem demonstrado que o microambiente vascular esta
intimamente ligado com a atividade das células progenitoras neurais, de modo que o
processo angiogénico influencia a atividade do processo neurogénico, em um ciclo
que é crucial para a instauracdo de um processo de reparo de lesao isquémica (100,
101).

O grande beneficio dessa relacdo intrincada reside no fato de que o
microambiente vascular € especialmente importante para garantir 0 acesso das
células progenitoras neurais a moléculas sinalizadoras que vao culminar em sua
proliferacé@o e no inicio do processo neurogénico (102).

Dentre as varias moléculas importantes para o estimulo angiogénico, o fator de
crescimento vascular endotelial (do inglés Vascular Endothelial Growth Factor —
VEGF) é um dos mais pesquisados. O VEGF € uma proteina angiogénica que possui
baixa expressdo em niveis fisiolégicos. Contudo, lesdes isquémicas promovem o
aumento de sua expressao com o intuito de propiciar as alteracées do microambiente
vascular necessarias para a promoc¢ao da angiogénese. De forma geral, o VEGF atua
atraves da ligacdo com dois receptores distintos: VEGFR1 e VEGFR2. Enquanto o
receptor VEGF1 é um importante regulador negativo da neurogénese, o VEGFR2,
através da ligacdo com o subtipo VEGF-A, promove a proliferacdo vascular e a

neurgoénese, ambos os receptores atuando em um equilibrio dindmico importante
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para a manutencdo da homeostase vascular e neurogénica (103-106).

Diversas terapias focadas no aumento da expressao de fatores de crescimento
associados a neurogénese e angiogénese tém sido desenvolvidas nas ultimas
décadas. De fato, tanto a aplicacdo exdgena de fatores de crescimento como o VEGF
e BDNF, como a promocdo do aumento de expressdo de ambos através da
modulacdo farmacoldgica de diferentes alvos, tém sido amplamente testadas em
ensaios pré-clinicos para o desenvolvimento de terapias eficazes para a isquemia
cerebral. Em verdade, dada a natureza intrincada da relacdo dinamica entre o
processo angiogénico e neurogénico, estratégias terapéuticas que incluam a
modulacao desses processos sao cruciais para o desenvolvimento de uma terapia de

reparo neuronal e recuperacéo funcional eficazes (107, 108)
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3. Objetivos
3.1. Objetivo geral

Estudar o potencial efeito neuroprotetor da inibicdo farmacologica dos
transportadores de glicina do tipo 1 (GlyT1) no modelo de isquemia cerebral por

ocluséo da artéria cerebral média em camundongos.

3.2. Objetivos especificos

1. Analisar o efeito da inibicdo farmacologica de GlyT1 na morte neuronal induzida
pelo modelo de isquemia cerebral por oclusdo permanente da artéria cerebral
média (MCAQO) em camundongos.

2. Analisar o efeito da inibicdo farmacoldgica de GlyT1 no déficit motor causado
pelo modelo de isquemia cerebral por MCAO em camundongos.

3. Analisar o efeito da inibicdo farmacoldgica de GlyT1 sobre expressao proteica
dos receptores glutamatérgicos e glicinérgicos em modelo animal de MCAO,
através da técnica de Western Blotting.

4. Analisar o mecanismo de acdo do provavel efeito neuroprotetor da inibicdo
farmacoldgica de GlyT1 em camundongos submetidos ao modelo de MCAO.

5. Analisar o impacto da inibicdo farmacolégica de GIlyT1l no processo
angiogénico em animais submetidos ao modelo de MCAO, através da técnica
de imunohistoquimica.

6. Analisar o efeito da inibicdo farmacoldgica de GlyT1 sobre a ativacao de vias
intracelulares (PISK/AKt/mTOR; BDNF/TrkB; CamKIl; CamKIV; VEGF-
A/VEGFR2; ERK 1/2) em modelo de MCAO através da técnica de Western
Blotting.
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4. Materiais e Métodos
4.1. Animais experimentais

Os animais utilizados para os procedimentos experimentais foram adquiridos
no Biotério Central da Universidade Federal de Goias-UFG. Os animais foram
mantidos no biotério experimental dos Departamentos de Ciéncias Fisioldgicas e
Departamento de Farmacologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFG, Biotério
DCIiF/DFAR. Para a avaliacao do efeito neuroprotetor no modelo de isquemia cerebral
focal foram utilizados animais swiss machos, pesando entre 40 e 50 gramas. Os
animais foram mantidos em condi¢cbes controladas de temperatura e luminosidade
(ciclo claro/escuro de 12 horas) com livre acesso a ragdo e agua. Este projeto foi
aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA (PROTOCOLO
N°. 041/19).

4.2. Desenho experimental

Foram utilizados dois desenhos experimentais distintos: uma rodada de
experimentos foi realizada para analisar o possivel efeito neuroprotetor da inibicdo
farmacoldégica de GIlyT1l na isquemia cerebral focal, enquanto outra rodada foi
realizada para analisar o potencial efeito de reparo tecidual da inibicao farmacologica
de GlyT1.

No primeiro cronograma de experimentos os animais foram randomicamente
selecionados para 5 grupos distintos: grupo controle, grupo sham tratado com solucéo
salina, MCAO+125 mg/kg Sarcosina, MCAO+250 mg/kg Sarcosina, MCAO+500
mg/kg Sarcosina (injecao intraperitoneal). Todos os animais foram pré-tratados por 5
dias antes do procedimento cirdrgico. Ja no segundo cronograma de experimentos 0s
animais também foram aleatoriamente divididos nos mesmos grupos, porém estes
foram tratados por 5 dias ap0s o procedimento cirdrgico de inducdo de isquemia

cerebral.

4.3. Modelo de oclusao da artéria cerebral média (MCAO)

O modelo de oclusdo permanente da artéria cerebral média (ACM) distal foi

realizado como estabelecido previamente (109). Resumidamente, os camundongos
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foram anestesiados com injecdo intraperitoneal de xilazina/cetamina (i.p.). Uma
incisdo cutanea central de 2cm na linha média do pescoco foi feita com auxilio de um
bisturi. Para expor a artéria carétida comum (ACC), as glandulas salivares foram
gentilmente afastadas com forceps, dando visdo a ACC e ao nervo vago. A ACC foi
entdo cuidadosamente dissecada do nervo vago com finos forceps e ocluida com
sutura de seda ndo absorvivel. A incisdo na linha média do pescogo foi
cuidadosamente fechada com linha de sutura de nylon 0-6. Apés a oclusédo da ACC,
os camundongos foram colocados na mesa cirdrgica com a parte contralateral da
cabeca, para expor o hemisfério contralateral. Uma incisao de 1 cm entre o seio retro-
orbital e o canal auditivo externo foi feita, expondo o musculo temporal. Entdo, o
musculo temporal foi cuidadosamente dissecado, para revelar o cranio e a artéria
cerebral média. Depois disso, realizamos uma craniotomia na regido exposta usando
uma broca odontolégica perfuragdo com revestimento de 1,6 mm a aproximadamente
8.000 rpm. Uma vez que o o0sso ficou fino o suficiente para vé-lo como se fosse
transparente, nds o removemos usando uma pinca fina. Por fim, a ACM foi ocluida
permanentemente com um cauterizador com 3W de voltagem (Cautermax®). Apos 0s
procedimentos cirargicos, os camundongos se recuperam da anestesia a uma
temperatura de 25 a 27 °C.

ApGs o tratamento, os camundongos foram eutanasiados, e seus cérebros
foram removidos e cortados em secc¢fes consecutivas de 1 mm de espessura. Depois
disto, as sec¢Bes foram coradas com 2% de cloreto de 5-trifenil-2H-tetrazélio (TTC,
Sigma, T8877) (110). O software Image J foi utilizado para analisar a area de infarto.
Area de infarto (%) = (area palida isquémica / area do cortex esquerdo + area do cortex
direito) x 100.

4.4. Avaliagdo motora dos animais
4.4.1. Teste do Cilindro

O teste do cilindro € um teste comportamental usado para avaliar os parametros
de assimetria e coordenacdo motora em modelos de roedores com AVE. Como
descrito por (111), o uso da pata dianteira durante a atividade exploratéria foi
analisado por meio de filmagem de camundongos em um cilindro transparente (20 cm
de diametro e 30 cm de altura) por 5 min. Essencialmente, este teste usa a forma

cilindrica para incentivar a exploracao vertical das paredes, levando os camundongos
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a usar as patas dianteiras para contati-los. Para avaliar o uso da pata dianteira
comprometida, contamos o contato dos animais nas paredes do cilindro usando a pata
dianteira comprometida (contralateral do hemisfério da cirurgia). Nos animais
submetidos ao modelo de isquemia cerebral focal espera-se uma diminuicdo da
utilizac@o da pata contralateral ao hemisfério cerebral que sofreu a isquemia. Nesse
sentido, espera-se uma diminui¢cdo da razao entre o uso das patas dianteiras ipsi e
contralateral, demonstrando uma preferéncia pelo uso da pata ipsilateral e, portanto,

um déficit motor observavel em decorréncia do dano neuronal.

4.4.2. Teste de Limb Clasping

O teste Limb Clasping € um teste comportamental usado para avaliar a
atividade motora funcional em modelos de murinos com AVE. Como descrito por
Miedel, Patton et al. (2017), a suspensdo de camundongos pela cauda induz uma
resposta de escape, e este teste usa esse instinto para avaliar os déficits motores
correlacionados com a perda da capacidade de estender as patas traseiras e
dianteiras. Resumidamente, os camundongos foram suspensos pela cauda por 10s,
e as patas traseiras e dianteiras foram gravadas com uma camera de resolucdo HD.
Em seguida, a pontuacéo de clasping dos videos foi atribuida com base nos critérios

previamente estabelecidos (112).

4.4.3. Western Blotting

Os animais foram eutanasiados e tiveram seus coOrtices cerebrais
removidos e processados para a analise proteica. Esses cortices foram processados
com um tampdo de lise produzido da seguinte forma: utilizamos o coquetel de
inibidores de proteases Sigma-FAST® (St. Louis, MO, EUA) contendo 2 mmol/L de
fluoreto de 4-(2-aminoetil)- sulfonil benzeno, 1 mmol/L de fosfoamidona, 130 mmol/L
de bestatina, 14 mmol/L E-64, 1.0 mmol/L de leupeptina, 0.2 mmol/L de aprotinina, e
10 mmol/L de pepstatina A. Foram adicionados 50 mmol/L de fluoreto de sodio e 1
mmol/L de ortovanato de soédio. O pH foi ajustado para 7,4. ApoOs a quantificacéo de
proteina das amostras obtidas, 40ug de proteina foi aplicada em cada poc¢o do gel Bis-
Tris NUPAGE 4-12%, juntamente com o tampdo de amostra NUPAGE LDS (Life

Technologies, Carlsbad, CA, USA) e 10% de B-mercaptoetanol, sendo incubadas a
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70°C por 10 minutos. As amostras foram aplicadas nos géis e submetidas a

eletroforese como recomendado pelo fabricante.

ApOs essa etapa, as proteinas foram submetidas ao processo de transferéncia
para membranas de nitrocelulose (Hybond ECL, Amersham, GE Healthcare Life
Science, Piscataway, NJ). As membranas foram entdo bloqueadas por 45 min em
tampao TBST (tampéao salina com Tris-base, pH 7.4) Tween 20 0,1% e albumina de
soro bovino 5%. Apds etapas de lavagem com TBST, as membranas foram incubadas
overnight a 4°C com anticorpos primarios diluidos em TBST. Apds essa etapa as
membranas foram incubadas em temperatura ambiente por 1h em anticorpos

secundarios diluidos em TBST.

Os anticorpos primarios utilizados foram: NMDAC(1 (sc-1467, 1:400), NMDA¢g1
(sc-1468, 1:400), NMDAg2 (sc-1469, 1:400), GlyR B (sc-20134, 1:400), GlyT1 (sc-
16701, 1:400); GlyT2 (sc-30129, 1:400), p-CaMKlIla (sc-32289, 1:500), CaMKlla
(MA1-048, 1:500), p-CaMKIV (sc-28443, 1:500), CaMKIV(sc-136249, 1:500), p-AKT
(PA5-36780, 1:500), AKT (#44-6096, 1:500), PI3K (4292s, 1:500), p-ERK1/2 (05-
797R, 1:500), ERK1/2(4695, 1:500), p-mTOR(44-1125G, 1:500), mTOR(PA5-20123,
1:500), BDNF (SAB-1405514, 1:500), p-CREB (sc-101663, 1:500), CREB (sc-25785,
1:500), pTRKB (SAB-4300255, 1:500), TRKB (SAB-4300702, 1:500), p-VEGFR2
(194806, 1:500), VEGFR2 (11939, 1:500), VEGF-A (sc-7269, 1:500) e anti-B-actin
(MAB1501R, 1:1000). Os seguintes anticorpos secundarios foram utilizados: goat anti-
rabbit IgG (1:1000), goat anti-mouse IgG (1:1000) (Molecular Probes, Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) e donkey anti-goat IgG (1:1000) (Santa Cruz

Biotechnology, Inc).

As membranas foram submetidas a deteccéo por quimioluminescéncia com
ECL Plus (Amersham, GE Healthcare Life Science, Piscataway, NJ, USA) como

descrito pelo fabricante e visualizadas pelo aparelho ImageQuant.

A analise densitométrica foi realizada com auxilio do software ImageJ. Todos
os dados foram normalizados primeiramente com a densitometria de beta-actina
(marcador enddgeno). Os dados que apresentam a razao entre a proteina fosforilada

e a proteina total também foram normalizados pela densitometria da beta-actina.

4.4.4. Imunofluorescéncia
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Nos realizamos o protocolo descrito previamente por Oliveira-Lima et al. (113).
As seccoes de 14um (free-floating) de cérebros animais foram incubadas com o
anticorpo primario especifico para CD31 (#102507, Biolegend, 1:500) por 2 dias na
temperatura de 4°C. Apds essa etapa, as secg¢des foram lavadas e montadas com
Vectashield (Vector Labs) e examinadas em um microscopio confocal Leica TCS
(Leica Microsystems). A imunofluorescéncia de CD31 foi adquirida e analisada usando

trés cortes por animal de forma cega.

4.4.5. Andlise Estatistica

Para andlise de dados paramétricos, a andlise de variancia one-way (ANOVA)
seguida por pos-teste de Dunnet foi conduzida, considerando valores de P<0,05
estatisticamente significantes. Para dados ndo-paramétricos, o teste de Kruskal-Wallis
foi conduzido, considerando valores de P<0.05 como estatisticamente significantes.

Os dados foram expressos como média + Erro padrdo de Média (EPM).

5. Resultados

5.1. Sarcosina promove efeito neuroprotetor em modelo animal de isquemia
cerebral

A fim de investigar o potencial neuroprotetor do pré-tratamento com sarcosina,
nos induzimos isquemia cerebral focal através do modelo animal de oclusédo distal da
artéria cerebral média (MCAO). Enquanto esse modelo promoveu uma extensa area
de infarto e déficits motores quando comparado com o grupo controle, 0s grupos pré-
tratados com as doses de 250 e 500mg/kg de Sarcosina demonstraram uma reducao

significativa da area de infarto em uma forma dose-dependente (Fig.5).

Além disso, o pré-tratamento com as doses de 250 e 500 mg/kg de Sarcosina
promoveram um efeito neuroprotetor contra os déficits motores induzidos pelo modelo
distal de isquemia cerebral focal analisados nos testes do cilindro e de limb clasping,
guando estes foram comparados com o grupo tratado com solu¢do salina. Nesse
sentido, estes resultados demonstram que a inibicdo farmacolégica de GlyT1 possui
efeitos neuroprotetores contra os danos teciduais e déficits motores causados pela

isquemia.
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Figura 6. Efeitos neuroprotetores da Sarcosina em modelo animal de isquemia cerebral. A.
Desenho esquemaético da linha do tempo do tratamento farmacolégico, inducdo do modelo e anélise
bioquimica e comportamental. B. Imagens representativas da coloracdo com TTC. C. Andlise da area
de infarto obtida com TTC. D. Andlise do Teste do Cilindro. E. Andlise do Teste de Limb Clasping.
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One-way ANOVA, seguido por pos-teste de Dunnet, ou Teste de Kruskal-Wallis.



5.2. Pré-tratamento com Sarcosina promove mudancas na expressdo dos
transportadores de glicina e do receptor de glicina

Uma vez que observamos que o pré-tratamento com sarcosina promove efeito
neuroprotetor no modelo de MCAO, nés comeg¢amos a investigar o impacto da inibicao
farmacolégica de GlyT1l na transmissdo glicinérgica no cortex cerebral (Fig.
Encontramos que o pré-tratamento com Sarcosina, nas doses de 250 e 500 mg/kg
induz uma diminuicao significativa na expressao de GlyT1, quando comparamos com
0 grupo controle tratado com salina. Além disso, todas as trés doses de Sarcosina
promoveram um aumento significativo na expressdo de GlyT2, quando comparados
com o grupo controle. No que se refere a expressao do receptor de glicina (GlyR), sua
expressao se encontrou aumentada no grupo tratado com a maior dose de Sarcosina
(500 mg/kg), quando comparamos com a expressao encontrada no grupo controle

tratado com salina.
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Figura 7. Pré-tratamento com Sarcosina promove alteragdo na transmissao glicinérgica e na
recaptacdo de glicina no coértex cerebral. A. Expressao de GlyT1l B. Expressao de GlyT2 C.
Expressao de GlyR. Dados estdo sendo apresentados como média + Erro padrdo de Média (EPM) de
cada grupo com 8 animais cada (*P<0.05 vs. Grupo salina, *** P<0.01 vs. Grupo salina, ### P<0.05 vs.

Grupo controle), One-way ANOVA, seguido por pos-teste de Dunnet.

5.3. Pré-tratamento com Sarcosina promove alteracdo na expressdo de
receptores de NMDA e suas sinalizagdes intracelulares

Tendo em vista as mudancas na sinalizacao glicinérgica que observamos, nos
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teorizamos que esse impacto poderia se estender sobre a sinalizagéo glutamatérgica.
Nesse sentido, nGs buscamos analisar o impacto da inibicdo farmacoldgica de GlyT1
sobre a expresséao de diferentes subunidades do receptor de NMDA e de suas vias
intracelulares dependentes de célcio (Fig. 7). NOs realizamos a analise da expressao
das subunidades GIluN1, GIuN2A e GIuN2B dos receptores de NMDA, bem como a
expressdo da calcio/calmodulina-dependente proteina quinase lla (CaMKlla),
calcio/calmodulina-dependente proteina quinase IV (CaMKIV) e a proteina de ligacéo
da resposta ao AMPc (CREB).

A expressdo de GIuN1 seguiu-se inalterada apos o pré-tratamento com todas
as diferentes doses de Sarcosina, quando comparados com 0 grupo controle tratado
com salina. Além disso, a expressdo da subunidade GIuN2A foi marcadamente
aumentada no grupo tratado com 500 mg/kg de Sarcosina, quando este foi comparado
com o grupo controle. Em contraste, as menores doses ndo demonstraram mudancgas
significativas na expressdo de GIUN2A. Por outro lado, a expressdo da subunidade
GIuN2B foi significativamente diminuida nos grupos tratados com 250 e 500 mg/kg de
Sarcosina, quando estes foram comparados com o grupo controle tratado com salina.

Tendo em vista que o pré-tratamento alterou a composicdo das subunidades
dos receptores de NMDA, nés focamos nossas andlises nas suas respectivas vias
intracelulares dependentes de calcio, focando na fosforilagcdo e expressdo de
CaMKlla, CaMKIV e CREB. Nés encontramos que os niveis de fosforilacdo de
CaMKlla foram significativamente diminuidos no grupo pré-tratado com 250 e 500
mg/kg de Sarcosina, quando estes foram comparados com o0 grupo controle, ao passo
que os niveis de fosforilacdo de CaMKIV foram drasticamente aumentados no grupo
pré-tratado com a maior dose de Sarcosina, quando este € comparado com 0 grupo
salina. Ademais, a fosforilagdo de CREB foi marcadamente aumentada nos grupos
pré-tratados com 250 e 500 mg/kg de Sarcosina, quando estes foram comparados
com o grupo salina.

Estes resultados indicam que a inibicado farmacoldgica de GlyT1 pode promover
mudancas significativas tanto na composi¢éo de receptores de NMDA como em suas
respectivas vias intracelulares dependentes de calcio, diminuindo a atividade de
CaMKlla, e aumentando a atividade de CaMKIV e CREB.
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Figura 8. Pré-tratamento com Sarcosina promove alteracdo na composicdo de subunidades do
receptor NMDA e nas vias de CaMKIla/CaMKIV/CREB. A. Expressdo da subunidade GIuN1 B.
Expressdo da subunidade GIUN2A C. Expressdo da subunidade GIuN2B D. Niveis de fosforilacdo de
CaMKIlla E. Niveis de fosforilagdo de CaMKIV F. Niveis de fosforilagdo de CREB. Dados estdo sendo
apresentados como média * Erro padrao de Média (EPM) de cada grupo com 8 animais cada (*P<0.05 vs.
Grupo salina, *** P<0.01 vs. Grupo salina, ### P<0.05 vs. Grupo controle), One-way ANOVA, seguido por

pos-teste de Dunnet.

5.4. Pré-tratamento com Sarcosina promove aumenta de expressao de BDNF e
aumento de atividade da via de sinalizagdo TrkB/Akt/mTOR

Baseado na evidéncia de niveis elevados de fosforilacdo de CREB e sua
correlacdo com a expressao de fatores neurotroficos, nés decidimos analisar a
expressao do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) e do receptor tirosina

quinase B (TrkB) (Fig.8). N6s também focamos na andlise das vias intracelulares
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relacionadas com a atividade do receptor TrkB, como a via PI3K/Akt/mTOR.

Encontramos a expressdo de BDNF aumentada significativamente no grupo
pré-tratado com 500 mg/kg de Sarcosina, quando este foi comparado com o grupo
controle, enquanto a fosforilacdo de TrkB se encontrou aumentada tanto no grupo
tratado com a dose de 250 quanto no grupo tratado com a dose de 500 mg/kg de
Sarcosina. Além disso, enquanto a expressao de PI3K ndo se mostrou alterada pelo
pré-tratamento com Sarcosina, a fosforilagcdo de Akt e mTOR foram significativamente
aumentadas em todos os grupos pré-tratados. Esses dados nos mostram que o pré-
tratamento com Sarcosina promove um aumento significativo na expressédo de BDNF
no cortex cerebral, 0 que por sua vez leva a um aumento da atividade do receptor
TrkB e suas vias de sinalizacao intracelular PI3K/Akt/mTOR, estando isso diretamente
relacionado com modificacbes que promovem um efeito neuroprotetor.
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Figura 9. Pré-tratamento com Sarcosina promove aumento da expressdo de BDNF, estimula a

atividade de TrkB, e aumenta a sinalizacdo intracelular de PISK/Akt/mTOR. A. Expressédo de BDNF
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B. Niveis de fosforilacdo de TrkB C. Expresséo de PI3K D. Niveis de fosforilagdo de Akt E. Niveis de
fosforilagdo de mTOR. Dados esté@o sendo apresentados como média + Erro padrdo de Média (EPM)
de cada grupo com 8 animais cada (*P<0.05 vs. Grupo salina, *** P<0.01 vs. Grupo salina, ### P<0.05

vs. Grupo controle, One-way ANOVA, seguido por pds-teste de Dunnet.

5.5. Pré-tratamento com Sarcosina ndo altera a sinalizacdo do Fator de
Crescimento Vascular Endotelial (VEGF)

Tendo em vista que a inibicdo farmacologica de GlyT1 promove o0 aumento dos
niveis de BDNF e da ativacdo do receptor TrkB, nés buscamos analisar o impacto
dessa inibicdo sobre a sinalizacdo de VEGF, uma vez que a angiogénese induzida
pela atividade de desse fator de crescimento possui papel neuroprotetor importante
contra a isquemia cerebral. Para fazer isso, n0s analisamos a expressédo de VEGF-A,
os niveis de fosforilagéo de seu receptor, VEGFR2, e os niveis de fosforilacdo de sua
via de sinalizac&o intracelular ERK1/2 (Fig. 9). A expressao de VEGF-A ndo se alterou
em nenhuma das trés doses de Sarcosina, quando estas foram comparadas com o
grupo controle tratado com salina. Além disso, os niveis de fosforilacdo de VEGFR2 e
ERK1/2 ndo foram afetados pelo pré-tratamento com Sarcosina em nenhuma das trés
doses. Diante disso, podemos inferir que a neuroprotecdo observada no pré-
tratamento com Sarcosina ndo esta relacionada com a producdo de efeitos pro-

angiogénicos mediados pela sinalizacdo de VEGF.
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Figura 10. O pré-tratamento com Sarcosina ndo altera a expressao de VEGF e sua respectiva
sinalizacéo intracelular. A. Expressdo de VEGF-A B. Niveis de fosforilacdo de VEGFR2 C. Niveis de

fosforilacdo de ERK 1/2. Dados estao sendo apresentados como média * Erro padrao de Média (EPM)
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de cada grupo com 8 animais cada (*P<0.05 vs. Grupo salina, *** P<0.01 vs. Grupo salina, ### P<0.05

vs. Grupo controle), One-way ANOVA, seguido por pés-teste de Dunnet.

6. Discussao

A primeira evidéncia de neuroprotecdo induzida pela administracdo com
Sarcosina foi obtida no modelo celular de privacdo de oxigénio e glicose (do inglés
OGD- oxygen glucose deprivation) em fatias de hipocampo, onde foi observado uma
diminuicdo na liberacdo de glutamato, na producédo de espécies reativas de oxigénio
e de nitrogénio, bem como no dano celular apés 7 dias de pré-tratamento com
sarcosina (88). Além disso, o pré-tratamento com Sarcosina por 7 dias se demonstrou
neuroprotetor contra isquemia cerebral global induzida por modelo de oclusdo de 4
vasos, estando esse feito diretamente associado com mudancgas no sistema de
transporte de glicina e a reducéo da expressédo da subunidade GIuN2B dos receptores
de NMDA (114).

Nesse trabalho nés confirmamos que a Sarcosina de fato promove um efeito
neuroprotetor em um modelo animal de isquemia cerebral focal, prevenindo os déficits
motores induzidos pelo dano cerebral causado no modelo. De forma interessante, aqui
também observamos que o tratamento pés-isquemia tem um efeito de reparo tecidual
consistente com a diminuicdo dos déficits motores, abrindo a possibilidade de
investigacdo da inibicdo farmacoldgica de GlyT1 como possivel alvo terapéutico para
0s AVEs isquémicos.

Devido ao acoplamento funcional dos receptores NMDA e GlyT1, analisamos o
impacto do pré-tratamento com a Sarcosina nos subtipos de receptores NMDA. Neste
estudo, o pré-tratamento com Sarcosina aumentou a expressao de GIUN2A e reduziu
a expresséo de GIuN2B no cortex, sem alterar a expressao de GIuN1. Este resultado
é ligeiramente diferente do observado no hipocampo do rato, onde apenas se observa
uma reducao na subunidade GIuN2B (114). De forma interessante, a principal razao
para essas diferencas de sinalizacdo intracelular € baseada no fato de que as
subunidades GIuN2A e GIuN2B possuem uma baixa homologia em seus dominios
intracelulares C-terminal (115). De fato, enquanto a subunidade GIuN2B é diretamente
associada com a sinalizacao celular que promove a morte neuronal, como aquelas
associadas com a DAPK1(Death Associated Protein Kinase 1), CaMKlla/calpaina, e
MAPK, a subunidade GIuN2A é associada com vias de sinalizacdo pro-sobrevivéncia

celular como Ras/Raf/ERK e CaMKIV/CREB (30, 33, 116, 117).
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Nesse trabalho nés investigamos as vias de sinalizacdo relacionadas com as
subunidades GIuN2A e GIuN2B baseando-nos nessa informacdo. Observamos que
os niveis de fosforilacdo de CaMKIlla apés o pré-tratamento com Sarcosina sofreram
uma diminuicdo significativa, 0 que pode estar relacionado com a diminuicdo da
atividade de receptores de NMDA compostos pela subunidade GIuN2B. Por outro
lado, o pré-tratamento com Sarcosina foi capaz de promover um aumento significativo
nos niveis de fosforilacdo de CaMKIV e CREB, o que por sua vez pode estar
relacionado com o aumento da estimulacdo de receptores NMDA contendo a
subunidade GIuN2A. Nesse contexto, 0S nossos resultados indicam que a
administracdo de sarcosina promove um processo de neuromodulacdo que € capaz
de promover a protecao neuronal, e que isso se relacionada com os diferentes papéis
gue as subunidades GIuUN2A e GIuN2B tém no processo de excitotoxicidade.

Existe uma extensa literatura que demonstra o papel crucial da sinalizacéo de
BDNF em diversas doencas neuroldgicas, possuindo efeito neuroprotetor que media
efeitos de sobrevivéncia celular através da estimulacéo de receptores de neurotrofinas
(118-122). O BDNF age ao se ligar ao receptor TrkB, que é amplamente expresso no
sistema nervoso central e age por intermédio da fosforilacdo de diferentes quinases
intracelulares.

A via de PI3K/Akt € uma das mais importantes vias intracelulares ativadas pela
fosforilacdo de TrkB mediada pela ligagdo com BDNF. Enquanto a Akt por si s6 é
capaz de induzir um estado de sobrevivéncia celular pela modificacdo do
microambiente celular relacionada com a supressdo de atividade apoptética e
regulacdo do metabolismo celular, ela também pode promover a fosforilacdo de CREB
e mTOR (do inglés Mammalian Target of Rapamycin) (123). De forma interessante,
enquanto alguns estudos demonstram que a estimulagcéo de Akt/mTOR promove um
efeito de pré-condicionamento contra a isquemia cerebral, outros sugerem que ela
nao promove um efeito de reparo tecidual eficaz apos a leséo cerebral induzida pela
isquemia (124-126).

De fato, nossos resultados indicam que o pré-tratamento com Sarcosina pode
de fato aumentar a expressdo de BDNF e os niveis de fosforilagdo de TrkB, Akt e
MTOR. Nesse sentido, este estudo demonstra que o pré-tratamento com Sarcosina €
eficaz na inducéo de efeito neuroprotetor e que isso esté diretamente associado com

o0 aumento na producédo de neurotrofinas como o BDNF e sua sinalizac&o intracelular
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mediada pelo receptor TrkB.

A literatura recente demonstra que existe uma controvérsia no que se refere ao
papel das subunidades GIuUN2A e GIuN2B apds a isquemia cerebral. Enquanto alguns
estudos propdem que a inibicdo de receptores de NMDA contendo a subunidade
GIuN2B é fundamental para inducao de efeitos neuroprotetores e reparadores apos a
isquemia cerebral, existem outros que propdem que a ativagcéo da subunidade GIuN2A
€ crucial para o agravamento da lesdo cerebral apds isquemia (127-130). Uma
interpretacdo prudente é que o equilibrio dinamico dessas duas subunidades se altera
durante o processo de reparo tecidual, com a sarcosina promovendo a ativacdo de
vias de sobrevivéncia celular através do aumento da atividade de GIUN2A ou pela
reducdo da atividade de GIuN2B.

7.Concluséo

Em conclusao, os nossos resultados demonstraram que o pré-tratamento com
sarcosina pode prevenir danos cerebrais causados pelo modelo de MCAO. A
administracdo de sarcosina induz alteracbes na neurotransmissao glicinérgica e
glutamatergica e reduz a expressao da subunidade GIuN2B, o que € essencial para
prevenir o dano neuronal. Consistente com a sinalizacdo aumentada de
GIuN2A/CaMKIV/CREB, observamos um aumento na sinalizagdo de BDNF/TRKB
apos a administracao de sarcosina, o que pode ativar a sinalizacédo pré-sobrevivéncia.

S&0 necessarios mais estudos para investigar o potencial neuroprotetor e de reparo
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tecidual da inibicdo farmacologica de GlyT1.
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9.Anexos

MINISTERIO DA EDUCACAD i .-
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS ..
FRO-REITORIA DE PESQUISA E INOVACAD UFG
COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “"Desenvolvimento de noves prototipos de firmacos
neuroprotetores em modelos de isquemia cerebral”, registrada com o protocolo n® 041719, sob a
responsabilidade de Mawro Cunha Xavier Pinto que envolve a producio, manutengio ou utilizacio de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica
{ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto
n® 6.899, de 15 de julho de 2009, ¢ com as normas editadas pelo Conselho Macional de Controle de
Experimentagio Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA) da Universidade Federal de Goias (UFG), em reunifio de 04/11/2019.

Finalidade: { ) Ensinc (x) Pesguisa Cientifica
Vigéncia da autorizacio (inicio e fim): 04/1 12019 a 30/11/2024
Espécie/linhagem/raca: camundongos das linhagens Swiss e C5TBL/G

Peso/ldade: 40-50 gramas/8-12 semanas
Sexo: machos

2

2

a

O N* de animais autorizados: 640 animais

a

a

0 Origem (fornecedor): Biotério Central 1CB e Biotério do IPTSP

Coordenadora da CEUA/PRPIVUFG

Comissdo de Etica no Usa de Animais'CELA
Pro-Reitoria de Pesquisa ¢ Inovacio/PRPI-UFG, Alameda Flamboyant, Qd. K., Edificio K2, 1 andar, Prédic da Agéncia de
Inovagio, Parque Tecnologico, sala da CEUA, Campus Samambaia — Goifima-GO, Fone: (535-62) 3521-1876.
Email: ceua nfgiagmail.com
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