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RESUMO

Efeito Neuroprotetor do Inibidor do Transportador de Prolina (LQFM164) em Modelo
Animal de Isquemia Cerebral

Joao Elias Pinheiro Sousa De Paula, Onésia Cristina de Oliveira Lima, Mauro Cunha
Xavier Pinto!

1L abortatorio de Neurofarmacologia e Neuroquimica - NeuroLab, Instituto de Ciéncias
Bioldgicas, Universidade Federal de Goias - UFG.

Introducéo: A isquemia cerebral € uma condi¢do neuroldgica debilitante associada a altos
indices de mortalidade e morbidade. Para isso se destaca a importancia de se estudar novos
protétipos para o tratamento. Objetivo: Investigar o potencial neuroprotetor do protétipo
LQFM164 (Inibidor do transportador de L-prolina PROT/SLC6a7) em modelo animal de
oclusdo da artéria cerebral média (MCAO) e o funcionamento da farmacocinética e
farmacodinamica do composto por analises in silico. Métodos: Camundongos C57BL/6 foram
submetidos ao modelo de MCAO e tratados com diferentes doses (1,25mg/kg; 2,5mg/kg; e
5mg/kg) por 5 dias. AvaliagBes incluiram: Docking e Dindmica Molecular assim como
avaliacOes de testes motores (Limb Clasping e Teste do Cilindro) e morfologicas (Coloragéo
por TTC). Resultados e Discussdes: Os resultados indicam que o LQFM164 promove reducéo
significativa na area de infarto cerebral, nas doses de 2,5mg/kg (9,33 = 1,80%) e na dose de
5mg/kg (4,70 £ 0,91%) e melhora funcional nos testes motores, sugerindo o efeito de
neuroprotecdo. Conclusdo: O prototipo LQFM164 apresentou efeito neurorreparador em
modelo de isquemia cerebral territorial, evidenciando-se como um candidato promissor para
terapias futuras em desordens neuroldgicas.

Palavras-chave: L-prolina; MCAOQO; Neuroprotecdo; PROT; SLC6a7.
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ABSTRACT

Neuroprotective Effect of Proline Transporter Inhibitor (LQFM164) in Animal Model
of Cerebral Ischemia

Joao Elias Pinheiro Sousa De Paula, Onésia Cristina de Oliveira Lima, Mauro Cunha
Xavier Pinto!

1l aboratorio de Neurofaramacologia e Neuroquimica — Instituto de Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Federal de Goias - UFG.

Introduction: Cerebral ischemia is a debilitating neurological condition associated with high
rates of mortality and morbidity. This highlights the importance of studying new prototypes for
treatment. Objective: To investigate the neuroprotective potential of the prototype LQFM164
(an inhibitor of the L-proline transporter PROT/SLC6A7) in an animal model of middle
cerebral artery occlusion (MCAO), as well as the compound's pharmacokinetics and
pharmacodynamics through in silico analyses. Methods: C57BL/6 mice were subjected to the
MCAO model and treated with different doses (1.25 mg/kg, 2.5 mg/kg, and 5 mg/kg) for five
days. Evaluations included molecular docking and molecular dynamics simulations, as well as
motor assessments (Limb Clasping and Cylinder Test) and morphological analysis (TTC
staining). Results and Discussions: The results indicate that LQFM164 significantly reduces
the cerebral infarct area at doses of 2.5 mg/kg (9.33 £ 1.80%) and 5 mg/kg (4.70 + 0.91%), and
improves motor function in behavioral tests, suggesting a neuroprotection effect. Conclusion:
The prototype LQFM164 demonstrated a neurorestorative effect in a territorial cerebral
ischemia model, highlighting its potential as a promising candidate for future therapies in
neurological disorders.

Keywords: L-proline; MCAOQO; Neuroprotection; PROT; SLC6a7.
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1 DIVULGACAO CIENTIFICA

O Acidente Vascular Encefalico (AVE), especialmente o tipo isquémico, que ocorre
guando ha uma interrupc¢do no fluxo de sangue para o cérebro, € uma das principais causas
de morte e incapacidade no mundo. Infelizmente, os tratamentos disponiveis ainda séo
bastante limitados. Muitas vezes, eles precisam ser aplicados em poucos minutos apos o
inicio dos sintomas, e em muitos casos sdo procedimentos invasivos. Por isso, ha uma
busca constante por novos medicamentos que possam proteger o cérebro e ajudar na

recuperacao ap6s um AVE.

Neste projeto, estudamos um novo composto chamado LQFM174, que atua sobre
uma proteina do cérebro conhecida como transportador de prolina (PROT), também
chamada de SLC6A7. Essa proteina ajuda a controlar os niveis de um aminoacido chamado
L-prolina, que pode estar envolvido em processos que prejudicam 0S neurdnios,
principalmente quando ha excesso de estimulo nas células cerebrais, algo chamado de

excitotoxicidade.

A ideia é que, ao inibir essa proteina (0 PROT), o LQFM174 possa ajudar a equilibrar
a atividade dos neurénios apos um AVE e proteger o cérebro contra danos maiores. Para
testar essa hipotese, utilizamos camundongos que foram submetidos a um modelo
experimental de isquemia cerebral, parecido com o que acontece em um AVE humano.

Esses animais foram tratados com o LQFM174 durante cinco dias.

Os resultados foram animadores: os camundongos que receberam o tratamento
apresentaram uma area de lesado cerebral menor e tiveram uma melhora significativa na
coordenacao e nos movimentos. I1sso sugere que o LQFM174 tem potencial para ajudar na

recuperacao de pacientes apés um AVE.

Em resumo, este estudo aponta para uma nova possibilidade de tratamento, que
pode futuramente beneficiar pessoas que sofreram um acidente vascular cerebral. A
pesquisa também reforca a importancia da ciéncia na descoberta de novas solu¢cdes para
problemas de saude graves e comuns. Com mais estudos, esperamos transformar esses

achados em aplicac@es reais que melhorem a qualidade de vida dos pacientes.

Sumario xviii



2 INTRODUCAO

O acidente vascular cerebral (AVC) apresenta-se em duas formas principais: isquémica
e hemorragica. O AVC hemorrégico é caracterizado pelo rompimento de um vaso sanguineo,
enquanto o isquémico resulta da obstrugdo de um vaso sanguineo (Alsbrook et al., 2023; Bao
et al., 2024). O AVC isquémico pode ser causado por embolia vascular, trombose ou doencas
sistémicas. Este evento patoldgico desencadeia mecanismos como necrose isquémica, apoptose

celular, estresse oxidativo e inflamagédo (Chavda et al., 2022).

O acidente vascular cerebral é a segunda principal causa de morte e incapacidade no
mundo, gerando impacto significativo na sociedade. Em 2016, foram registrados 13,7 milhdes
de novos casos globais, dos quais aproximadamente 87% correspondiam a AVCs isquémicos.
No mesmo ano, 0 AVC foi responsavel por 5,5 milhdes de obitos, sendo 2,7 milhdes atribuidos
aos casos isquémicos. A prevaléncia global da doenca atingiu 80,1 milhdes de pessoas, com
distribuicéo de 41,1 milhdes entre mulheres e 39,0 milhdes entre homens. Apesar das melhorias
nas taxas de mortalidade ajustadas por idade, o nUmero absoluto de casos continua a crescer,
com maior incidéncia em paises de baixa e media renda, onde ocorrem mais de 63% dos casos

isquémicos e 80% dos hemorragicos (Saini, Guada e Yavagal, 2021).

A busca por novos tratamentos tem impulsionado a descoberta de novos farmacos e
alvos terapéuticos capazes de atuar contra essa doenca. Uma abordagem essencial nesse
processo € a utilizacdo de modelos in vivo, como o modelo de oclusdo da artéria cerebral média
(MCAO), amplamente empregado em murinos para mimetizar o dano isquémico (Feng et al.,
2021). Esses modelos sdao fundamentais para aprimorar perspectivas farmacoldgicas, pois
permitem estudos detalhados dos danos fisioldgicos associados ao AVC isquémico. O modelo
de MCAO é especialmente relevante por sua capacidade de reproduzir aspectos fisiopatologicos
da doenca, incluindo falha energética, aumento nos niveis intracelulares de calcio,
excitotoxicidade, producdo de radicais livres, inflamagdo e apoptose celular, caracteristicas

importantes para a avaliacdo de potenciais farmacos neuroreparadores (Li e Zhang, 2021).

Para potencializar as pesquisas, utilizam-se abordagens em quimioinformatica, que
representam estratégias complementares para otimizar os estudos experimentais, destacando-se

como ferramentas eficazes na triagem de novos farmacos. Esses métodos permitem a predicédo
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da atividade molecular das substéncias, enquanto modelos experimentais fornecem a validacéo
pratica dessas predigdes. A integracdo entre analises de quimioinformética e validacdo
experimental é essencial para a exploragdo de alvos moleculares e descoberta de novas
moléculas, além de avancar metodologias complementares na identificacdo de novos
tratamentos (Pan et al., 2025).

Uma das abordagens em quimioinformética com grande potencial na triagem de novos
farmacos € a aplicacdo combinada de estudos de docking molecular e dindmica molecular. O
docking permite prever, em nivel atdmico, como uma molécula interage com seu alvo proteico,
identificando possiveis sitios de ligacdo e estimando a afinidade por meio de scores energéticos.
Para complementar, a dinamica molecular avalia a estabilidade do complexo ligante-receptor
ao longo do tempo, simulando condices fisiologicas. A integracdo dessas metodologias torna
0 processo mais preciso e eficiente (Rhabori et al., 2025).

Atualmente, as abordagens terapéuticas para o tratamento do AVC concentram-se
principalmente em métodos de reperfusdo, incluindo a aplicacdo intravenosa de ativador do
plasminogénio tecidual (tPA) e a trombectomia mecanica (Peng et al., 2025). Avangos na
compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos na lesdo isquémica tém fomentado o

desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas (Bersano e Gatti, 2023).

No contexto de novas abordagens terapéuticas para a isquemia, a modulacdo de alvos
moleculares que possam ativar mecanismos no acidente vascular cerebral continua sendo um
foco importante de estudos voltados para a descoberta de novas abordagens terapéuticas que

possam mitigar os efeitos da isquemia cerebral (Owijfard et al., 2024).

A excitotoxicidade glutamatérgica € um dos principais mecanismos envolvidos no dano
neuronal decorrente da isquemia cerebral, sendo amplamente reconhecida como um elo critico
entre 0 AVC e a morte neuronal. Durante a isquemia, a liberacéo exacerbada de glutamato leva
a ativacdo excessiva dos receptores ionotropicos, especialmente os do tipo N-metil-D-aspartato
(NMDA), promovendo influxo de célcio e desencadeando cascatas de lesdo celular. Nesse
contexto, a modulacdo da neurotransmissdo glutamatérgica surge como uma via terapéutica

promissora para 0 AVC, com potencial ndo apenas de limitar o agravamento da lesdo, mas
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também de favorecer mecanismos de neurorreparo, promovendo a restauragdo funcional do

tecido cerebral afetado (Severino et al., 2011; Lai, Zhang e Wang, 2014).

A ativacdo excessiva dos receptores NMDA é um dos principais gatilhos da
excitotoxicidade na isquemia cerebral, assim, promovendo um influxo exacerbado de célcio e
desencadeando cascatas neurotoxicas. A partir disso, a modulacdo seletiva desses receptores
representa uma estratégia terapéutica promissora, capaz de mitigar o dano neuronal e favorecer
mecanismos de neurorreparo. Essa abordagem reforca a importancia de alvos moleculares

especificos na busca por novos tratamentos para 0 AVC isquémico (Mehta e Raghubir, 2007).

Como hipotese, uma das estratégias para controlar o influxo de danos associados ao
AVC é a inibicdo de transportadores sinapticos, como os de glicina (GlyTs), que regulam o
contetdo desse aminoacido na fenda sinaptica. Esses transportadores desempenham um papel
importante na modulacdo de receptores NMDA, ativados na presenca de glicina e glutamato.
Reducéo dos niveis da D-serina esta associada a reducdo da atividade dos receptores NMDA.
Ja a inibicdo dos transportadores de glicina, especialmente o GlyT1, pode favorecer a ativacéo
dos receptores NMDA por meio do aumento da disponibilidade de glicina, sem induzir
excitotoxicidade. Além disso, a modulacdo da neurotransmissdo glutamatérgica pode ser
realizada ndo somente pela glicina, como também pela D-serina e possivelmente, pela prolina
(Aragon e Lopez-Corcuera, 2003; Billard, 2015; Sehatpour. et al., 2023).

Introducgéo 21



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL

O acidente vascular cerebral € uma das principais causas de internaces e mortalidade
relacionadas a doencas neurolégicas em todo o mundo. Em 2020, a American Heart Association
estimou a prevaléncia da isquemia nos Estados Unidos em 2,5% o0 que corresponde a
aproximadamente 7 milhGes de americanos com mais de 20 anos que j& sofreram um AVC
(Feske, 2021). No Brasil, o cenario também é alarmante, com elevadas taxas de mortalidade.
Dados do Sistema de Informacgdes sobre Mortalidade (SIM) do Ministério da Salude —
DATASUS registraram 99.010 obitos por AVC, incluindo infarto cerebral (necrose causada
pela falta prolongada de oxigénio e nutrientes.), AVC isquémico, AVC hemorragico,
hemorragia subaracnoidea e AVC ndo especificado como isquémico ou hemorragico (Brasil,
2024).

Dentre as diversas manifestacdes clinicas do AVC, o tipo isquémico é o mais prevalente
(Tuo et al., 2022). Esse evento ocorre devido a obstrucdo de um vaso sanguineo, seja por
trombose (formacdo de coagulos locais) ou pela presenca de ateromas (depositos de gordura na
parede dos vasos), comprometendo o fluxo sanguineo para areas especificas do cérebro. 1sso
leva ao comprometimento de regides cerebrais que deixam de receber oxigénio e nutrientes,

resultando em danos celulares e, consequentemente, morte neuronal (Diamond, 2016).

Por sua vez, o AVC hemorragico ocorre quando o sangramento intracerebral é
ocasionado pelo rompimento de vasos sanguineos, frequentemente devido a fragilidade
vascular, como em aneurismas, ou por oscilacdes extremas da pressao arterial, especialmente
em casos de hipertensdo grave (Zubair e Sheth, 2023). A lesdo causada pelo AVC hemorragico
pode ser dividida em lesdo priméria, decorrente do efeito de massa do hematoma inicial, e lesdo
secundaria, que ocorre ao longo de dias a semanas, resultante da ativacdo de vias lesivas
(Magid-Bernstein et al., 2022).

O AVC também pode ser classificado de acordo com a extenséo e localiza¢do da oclusao
vascular. As diferencas entre pequenos e grandes trombos no contexto do AVC isquémico
impacta diretamente a gravidade da lesdo. Trombos pequenos tendem a ocluir vasos menores,

gerando infartos mais limitados, e em alguns casos, transitérios, como os infartos lacunares. Ja
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0s grandes trombos, que geralmente obstruem vasos de maior calibre, como a artéria cerebral
media, estdo associados a areas extensas de necrose e ativacdo exacerbada da resposta imune

local e periférica (Zera e Buckwalter, 2020).

As consequéncias do AVC vdo além da alta mortalidade, frequentemente deixando
sequelas motoras, cognitivas, sensoriais e autondmicas. Entre os comprometimentos estdo
incluidos paralisia, deficits sensoriais com alteracGes visuais e prejuizos na fala (Lemmerman
et al.,, 2021). Além disso, as sequelas podem ultrapassar o ambito fisico, afetando também
funcbes cognitivas e executivas, como a capacidade de compreender e expressar emocoes
faciais, 0 que impacta negativamente as interagdes sociais e relagdes interpessoais (Guo et al.,
2021).

3.2 FISIOPATOLOGIA DA ISQUEMIA CEREBRAL

O aporte sanguineo, seja focal ou global, resulta na interrupcdo do suprimento de
oxigénio e de nutrientes essenciais, como a glicose, para o sistema nervoso central (SNC),
levando ao colapso energeético caracteristico da isquemia cerebral. Nesse contexto, as células
na regido afetada passam a recorrer a glicolise anaerobica como fonte alternativa de energia.
Contudo, a quantidade de adenosina trifosfato (ATP) gerada por esse processo é insuficiente
para sustentar a viabilidade neuronal. A gravidade da lesdo isquémica é determinada pela

duracdo e intensidade do evento isquémico (Rios et al., 2023).

Quando o fornecimento de oxigénio e glicose é interrompido no cérebro, uma cascata
de eventos leva a danos celulares e disfuncdo neuronal. Comprometendo todo metabolismo
celular da area afetada, consequentemente a desregulacdo das bombas ibnicas e ao dano

oxidativo (Moskowitz; Lo e ladecola, 2010).
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Fig. 1. Representacdo da fisiopatologia da Isquemia Cerebral. Adaptado Marques., 2022

A interrupcdo abrupta do fluxo sanguineo no AVC isquémico forca o organismo a
reorganizar seu metabolismo para preservar o fornecimento minimo de energia, resultando em
alteracdes graves no metabolismo celular. Nesse contexto, as células passam a depender da
glicolise anaerdbica como fonte de energia, onde a glicose € convertida em adenosina trifosfato
(ATP). No entanto, essa via metabdlica € insuficiente para produzir a quantidade necessaria de
ATP para sustentar a funcdo neuronal em condicdes instaveis. Essa deficiéncia energética
promove um aumento significativo na acidose tecidual, que compromete a sinalizacdo celular
e desencadeia mecanismos de morte celular (Lo; Dalkara; Moskowitz, 2003).

Com esse intenso influxo de ATP, a funcdo das bombas ibnicas fica diretamente
comprometida. Além de regular o equilibrio osmatico e elétrico, a disfuncdo da bomba de sddio
e potassio (Na'/K*-ATPase) impacta em diversos mecanismos. Segundo Zhu e colaboradores

(2022), a falha desta bomba leva ao acimulo intracelular de sddio (Na*) e calcio (Ca?"),
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enquanto o potassio (K*) é liberado para o meio extracelular, promovendo a excitotoxicidade e
consequentemente dano oxidativo. Este desequilibrio contribui para a disfun¢do neuronal,
morte celular e inflamacdo exacerbada, sendo um fator crucial na progressao da lesdo isquémica
(Malbouisson et al., 2005; Zhu et al., 2022). Embora os ions célcio sejam fundamentais para o
funcionamento normal dos neurénios, a presenca exacerbada desse elemento ativa enzimas
destrutivas, promove a disfuncdo mitocondrial e intensifica a formacdo de radicais livres,
culminando em dano celular (Baey et al., 2022).

O desequilibrio i6nico favorece liberacdo exacerbada de neurotransmissores, um deles
é o glutamato. O aumento excessivo de célcio promove liberagcdo excessiva de glutamato na
fenda sinéptica. Por conseguinte, a superestimulacdo de receptores pds-sindpticos, iniciando
uma série de eventos danosos causados pela excitotoxicidade (Szydlowska e Tymianski., 2010;
Hu e Song., 2017). Durante a neurotransmissdo glutamatérgica, excesso de glutamato é liberado
pelos terminais pré-sindpticos e se liga a receptores no neurdnio pos-sinaptico, como 0s
receptores NMDA, AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propionato) e cainato. Essa
ativagio desencadeia influxos de célcio (Ca?") e so6dio (Na*), promovendo potenciais

excitatorios pos-sinapticos (Marques et al., 2020).

3.3 NEUROTRANSMISSAO GLUTAMATERGICA E EXCITOTOXICIDADE

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio do encéfalo, desempenhando um
papel essencial em diversos processos fisioldgicos envolvendo doencas. Além de sua funcao na
neurotransmissdao, o glutamato é o neurotransmissor excitatorio mais abundante no SNC
(Sedlak et al., 2018) e pode ser utilizado no metabolismo celular, sendo importante no ciclo de
Krebs (Jeong, 2021).

A neurotransmissdo glutamatérgica estd envolvida em doencas como Alzheimer e
isquemia cerebral. Cavalcante e colaboradores (2025) investigaram 0Ss mecanismos de
neuroprotecao associados a inibi¢do do transportador de glicina tipo 1 (GlyT1) em um modelo
de oclusdo da artéria cerebral média (MCAQO) em camundongos C57BL/6. A neuroprotecdo
promovida pelo NFPS, um inibidor de GlyT1, ocorre por meio da ativacdo dos receptores
NMDA contendo a subunidade GIuN2A, modulando vias intracelulares associadas a
sobrevivéncia neuronal e plasticidade sinaptica, como a via CaMKIV/CREB, ao passo que
reduz a ativacdo da subunidade GIuN2B, frequentemente relacionada & morte celular por

excitotoxicidade (Cavalcante et al., 2025).
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A excitotoxicidade mediada pelo glutamato € um mecanismo fundamental que contribui
para o dano neuronal ap6s o AVC isquémico. A quebra da homeostase idnica compromete a
recaptacdo do glutamato, resultando em seu acumulo extracelular e ativacdo excessiva dos
receptores NMDA, desencadeando processos neurotoxicos (Shen et al., 2022). Estudos de
Hardingham, Fukunaga e Bading (2002) demonstraram que os receptores NMDA sinapticos
promovem a sobrevivéncia celular por meio da ativacdo da proteina de ligacdo ao elemento de
resposta a0 AMP Ciclico (CREB) e inducdo da expressdo do fator neurotréfico derivado do
encéfalo (BDNF). Em contraste, a ativacdo dos receptores NMDA extra-sinapticos leva a
inibicdo do CREB e a supressdo da expressdao do BDNF, promovendo vias de morte celular
(Hardingham, Fukunaga e Bading, 2002).

Os mecanismos também envolvem a ativacao dos receptores AMPA, NMDA e cainato,
que desempenham papeis relevantes da fisiopatologia do AVC (Wang, Xie e Xing, 2022; Pinto
2014). Evidéncias sugerem que, no contexto isquémico, os receptores AMPA aumentam a
expressdo de canais idnicos, elevando a permeabilidade a entrada de céalcio e sodio, o que
contribui para o agravamento do dano neuronal. (Yelshanskaya, Mesbahu-Vasey e Kumikova,
2017).

Os receptores NMDA, especificamente, promovem a sobrecarga de ions calcio no meio
intracelular. Esse aumento de calcio ativa a proteina quinase C (PKC) e a calcio-calmodulina,
desencadeando cascatas de sinalizacdo deletérias. Entre os processos resultantes destaca-se a
ativacdo de NADPH oxidase, que contribui para a producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), exacerbando os danos neurotdxicos (Engin e Engin, 2021).

Alteracdes no metabolismo energético estdo intimamente relacionadas a disfuncdes
neuroldgicas. Evidéncias indicam que a prolina pode interferir na homeostase bioenergética
cerebral ao comprometer a atividade mitocondrial e amplificar danos induzidos por
excitotoxicidade, o que afeta diretamente a neurotransmissao glutamatérgica e contribui para a
disfuncdo sinaptica observada em diversos distdrbios do SNC (Ferreira et al., 2010; Arrieta-
Cruz et al., 2013).
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3.4 CARACTERISTICAS DO NEURORREPARO

O processo de neurorreparagdo ocorrre por remodelacdo axonal, neurogénese,
angiogénese e remielinizacdo (Schimidt e Minnerup, 2016). Apds um AVC isquémico, as
células fagociticas residentes no encéfalo diferenciam-se para uma morfologia proé-
inflamat6ria, migrando para a aréa de lesdo a fim de responder rapidamente as mudangas no
ambiente. Algumas vias podem levar a melhora do processo cerebral, a inibicdo do processo de
inflamacdo e apoptose ou a estimulacdo da angiogénese, proliferacdo e diferenciacdo de células

troncos neurais (Wang, Leak e Kao, 2022).

A aréa afetada p6s dano de AVC isquémico é chamada de zona de penumbra (Hou e
Brenner, 2024). Proximo a essa area, acontece a formacdo de novos vasos por meio de um
processo angiogénico, isso faz com que as células realizem o processo de migracdo e
diferenciagdo neuronal dos neuroblastos através do BDNF e fator de crescimento endotelial
vascular, incluindo também, metaloproteinases que atuam como fatores atrativos para 0s

neuroblastos (Marques et al., 2019).

A neurogénese, processo fundamental no contexto de neurorreparacdo, apresenta
limitacGes bioldgicas importantes, especialmente no ceérebro adulto. Apés um AVC, embora
ocorra um aumento transitério na proliferacdo de neuroblastos, a regeneracdo tecidual
permanece insuficiente. A cavidade formada no tecido cerebral lesado tende a ser preenchida
por fluido cerebroespinhal e pela formacao da cicatriz glial, fatores que dificultam a migracéo

celular e a integracdo de novas células do tecido neural (Michor et al., 2024).
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NEURORREPARO

TECIDO COM DANO

Fig. 2: llustracdo dos principais processos envolvidos no neurorreparo cerebral, destacando suas vias celulares.
Fonte: Traduzido de Marques et al., 2019.

O neurorreparo é amplamente utilizado como alternativa em analises de trabalhos com
modelos de isquemia, sendo esse conceito explorado no estudo de Yuan e colaboradores (2023),
que investigaram como a expansdo de células T reguladoras pode promover a reparacdo da
substancia branca cerebral ap6s um acidente vascular cerebral isquémico em um modelo de
oclusdo transitdria da artéria cerebral média (tMCAQO) em camundongos C57BL/6J. Os autores
demonstraram que tanto a transferéncia adotiva de células T reguladoras quanto a inducao
enddgena por complexos IL-2/IL-2Ab resultaram em aumento da integridade da substancia
branca, reducdo da morte de oligodendrocitos e células precursoras. Esses achados reforcam o
potencial terapéutico da modulacdo imune no reparo tardio da substancia branca e na

recuperacdo funcional p6s-AVC (Yuan et al., 2023).

FuncBes de remielinizacdo e restauracdo da substdncia branca promovida por
mecanismos celulares e moleculares para promocéo do neurorreparo foram observadas por Li
e colegas (2025), que investigaram o efeito terapéutico de células endoteliais vasculares
derivadas de ratos jovens em ratos idosos submetidos a oclusdo da artéria cerebral média. Foi

notado que a administragdo de células endoteliais vasculares em ratos idosos promoveu uma
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melhora na fungdo neuroldgica, reducdo do volume de infarto e apoptose neuronal além, de
aumento na densidade microvascular e nos niveis de fatores de crescimento neural (Li et al.,
2025).

3.5 PROLINA E TRANSPORTADORES DE PROLINA

O transporte de L-prolina no cérebro ocorre através de transportadores especificos,
incluindo o PROT (SLC6A7), que apresenta alta afinidade pela L-prolina e €
predominantemente expresso em terminais glutamatérgicos. Em vias glutamatérgicas
especificas, a L-prolina é transportada de maneira dependente de Na+ por transportadores de
alta afinidade. Estudos realizados em cérebros de ratos localizaram esses transportadores em
sinaptossomas do hipocampo, identificando multiplos sitios de ligagdo com diferentes
afinidades, incluindo faixas nanomolar (6,27 £ 2,66nM) e micromolar (1,62 + 0,123 puM) (Ortiz,
Negron e Bruno 1989).

Em experimentos com células HelLa expressando o transportador clonado, a L-prolina
demonstrou alta afinidade para transporte dependente de Na+, com um Km de 9,7 uM. A
farmacologia distinta desses transportadores é compativel com os sistemas glutamatérgicos no
cérebro de ratos, sugerindo um papel da L-prolina como neuromodulador em vias

glutamatérgicas especificas (Fremeau, Caron e Blakely, 1992).

Acredita-se que o transportador de L-prolina PROT (SLC6A7) controle a distribuicao
espacial e temporal da L-prolina nas sinapses glutamatérgicas por meio da rapida captacdo deste
aminodacido nos terminais pré-sinapticos (Schulz et al., 2018). Atualmente, ndo ha descricdo de
receptor especifico para prolina; no entanto, diversos transportadores sdo expressos no tecido
cerebral, como PROT (SLC6A7), BOAT2 (SLC6A15), NTT4 (SLC6AL17) e IMINO
(SLC6A20). O transportador de prolina de alta afinidade PROT ¢ particularmente regulado em
substratos no encéfalo, sugerindo uma funcéo relevante na modulacdo da neurotransmissdo

glutamatérgica (Carvalho. 2020).

A PROT também tem como funcdo uma regulacio dependente de Ca?" e de suas
proteinas dependentes como as proteinas quinases dependentes de Ca?*. Assim, foi apresentado
por Jayanthi e colaboradores (2000). Esse estudo também demonstrou que o Ca?*tem a fungdo

de ativador agudo de PROT, o que demonstra que provavelmente nao esteja apenas responsavel
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pela liberacdo de neurotransmissores, mas também da rapida remocdo da fenda sinaptica
(Jayanthi et al., 2000).

O Human Protein Atlas, relata que o PROT é identificado de forma ampla em neur6nios,
sua fungdo, no entanto é mista e sua especificidade aumentada para tecidos cerebrais. A
especificidade no cérebro humano e de camundongos é baixa, com scores de Tau de 0,32 em
humanos e 0,25 em camundongos. A distribuicdo é ampla, sendo detectada em todas as regides
cerebrais de ambas as espécies (Ponten et al., 2008; Sjostedt et al., 2020).

Figura 3: Distribui¢do Neuroanatdmica do SLC6A7 nos cérebros humanos e de camundongos.

Humano Camundongo

SLC6A7 (PROT)

Fig. 3. Distribuicdo da proteina da familia de transportadores de solutos, SLC6A7, nos cérebros de humanos
(esquerda) e camundongos (direita). Fonte: Carvalho 2024.

Além de seu papel no SNC, a L-prolina também pode desempenhar outras fungdes no
organismo. Estudos demonstram que a L-prolina é capaz de aumentar a expressao de genes
como Fasn, Sed1 e Srebfl em hepatdcitos cultivados de figados de camundongos sob condic6es
pos-prandiais simuladas por insulina e agonistas de receptores Liver-X (LXR). Entre os 20
aminodcidos testados, a prolina foi o Gnico que potencializou a expressao desses genes de forma

independente de suas vias metabdlicas tradicionais (Taniguchi et al., 2025).
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3.6 INIBIDORES DOS TRANSPORTADORES DE PROLINA

Nesse contexto, inibidores do transportador de prolina (SLC6A7) tém sido investigados
como uma abordagem terapéutica para modular os niveis de L-prolina na fenda sinaptica e
potencialmente reduzir a excitotoxicidade. O composto LQFM215, um potente inibidor do
PROT, foi avaliado em modelo murino de oclusdo permanente da artéria cerebral média
(MCAO), utilizando doses de 2,5; 5,0 e 10,0 mg/kg. O tratamento com LQFM215 por 5 dias,
tanto como pré-tratamento quanto pds-tratamento, promoveu reducgdo significativa da area de
infarto cerebral e melhorou o desempenho motor nos testes de limb clasping e cilindro,
indicando efeitos neuroprotetores e de neurorreparo (Carvalho et al., 2023).

A inibicdo de prolina, também da LQFM215, foi testada em outros modelos, como
Carvalho e colaboradores (2024) demonstraram no modelo de esquizofrenia induzida por
cetamina. Neste trabalho, utilizando doses de 10, 20 e 30 mg/kg por via intraperitoneal,
observou-se que o LQFM215 reduziu a hiperlococdo, aumentou a interacdo social e melhorou
os indices de inibicdo do reflexo de sobressalto (PPI), efeitos associados a melhora dos sinais
clinicos positivos, negativos e cognitivos da esquizofrenia. Esses resultados reforcam a
importancia da inibicdo seletiva do transportador de prolina (PROT/SLC6A7) como alvo
farmacoldgico promissor, ndo apenas pela sua modulacdo da neurotransmissao glutamatérgica,
mas também por seus efeitos comportamentais significativos em modelos de disturbios

neuropsiquiatricos (Carvalho et al., 2024).

Estudos sobre inibidores dos transportadores de prolina indicam que o PROT é
altamente especifico para a L-prolina. Pesquisas de Rhoads, Peterson e Raghupathy (1983)
observaram que certos peptideos opioides inibem a captacdo da L-prolina em sinaptossomas de

ratos, destacando a especificidade deste transportador (Rhoads, Peterson e Raghupathy, 1983).

A L-prolina demonstrou efeitos significativos tanto in vivo quanto in vitro. Estudos
revelaram que a administracdo aguda de L-prolina em ratos aumenta significativamente a
quimioluminescéncia (78%), indicando maior producdo de espécies reativas de oxigénio,
enquanto reduz o potencial antioxidante total (TRAP) em 30%. Em experimentos in vitro, a
prolina reduziu a atividade da superdxido dismutase (SOD) em concentragdes elevadas (0,5-
1,0 mM), sem alterar as atividades da catalase (CAT) e da glutationa peroxidase (GSH-PX).

Esses achados sugerem que a prolina induz estresse oxidativo cerebral, possivelmente
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relacionado ao comprometimento neuroldgico observado em pacientes com hiperprolinemia
(Delwing et al., 2023).

Em pacientes com distdrbios de hiperprolinemia, especificamente a do tipo 1, causada
por mutacdes no gene ALDH4AL, o estresse oxidativo pode ser um fator determinante para o
desenvolvimento de doengas neuroldgicas, incluindo epilepsia associada a distdrbios
metabdlicos e seu manejo, destacando a importancia desse mecanismo na patogénese da doenca
(Latzer et al., 2023).

A inibicdo do transportador de L-prolina (PROT/SLC6A7) pode reduzir a
excitotoxicidade e o estresse oxidativo associados ao AVC isquémico, uma vez que 0 eXCcesso
de prolina favorece a producdo de ROS e disfuncdo mitocondrial. De forma semelhante, Guo
et al. (2023) demonstraram que o Lyoniresinol atenua o dano cerebral isquémico ao ativar as
vias PI3K/Akt/GSK-3p/Nrf2, reduzindo apoptose e aumentando enzimas antioxidantes. Assim,
a modulacdo dos niveis de prolina pode envolver mecanismos neuroprotetores convergentes

aos observados com o Lyoniresinol (Guo et al., 2023).

A inibicdo do transportador de glicina tipo 1 (GlyT1) por sua vez, pode modular danos
excitotoxicos, influenciando o metabolismo e a biossintese da heme. Winter e colaboradores
(2016) investigaram os efeitos da inibicdo do GlyT1 na eritropoiese e na homeostase do ferro
em ratos, observando que a inibicdo do GlyT1 reduziu a sintese de heme, resultando em uma
diminuicdo de 20% nos niveis de hemoglobina. O ferro liberado pela disfungdo mitocondrial
pode contribuir para a geracdo de EROs, enquanto a resposta compensatoria na eritropoiese e a
regulacdo da hepcidina podem influenciar a disponibilidade sistémica de ferro e as interacdes

com mecanismos redox (Winter et al., 2016).

Em suma, nosso grupo de pesquisa tem se dedicado a investigar o potencial da inibicao
do transportador de prolina como um alvo farmacolégico promissor, buscando compreender de
forma aprofundada os papéis e os mecanismos da L-prolina em diferentes alvos moleculares
envolvidos na fisiopatologia de doencas neuroldgicas. No presente estudo, propomos que a
modulacdo dos niveis de L-prolina possa contribuir com acGes mecanisticas no contexto
isquémico, configurando-se como uma estratégia potencial de neurorreparo em condicdes de

dano cerebral, como o acidente vascular cerebral isquémico.

Revisao da Literatura 32



4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o potencial neurorreparador do protétipo LQFM164 no modelo de ocluséo da
artéria cerebral média (MCAQO) em camundongos C57BL/6.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Analisar in silico o perfil farmacocinético do protétipo LQFM164.
Analisar in silico o perfil farmacodinamico do prot6tipo LQFM164.
Compreender os aspectos da estabilidade do complexo PROT-LQFM164

AN NI

Realizar a caracterizacdo comportamental do prototipo LQFM164 em camundongos

C57BL/6.

v Avaliar o efeito do tratamento com o LQFM164 na melhora do déficit motor em animais
submetidos ao modelo de isquemia cerebral de MCAO.

v Analisar o efeito do tratamento com o LQFM164 na reducdo da area isquémica cerebral

em animais submetidos ao modelo de MCAO.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 MATERIAIS E METODOS
5.1.1. Andlises de Quimioinformatica

Para analise da interacdo do protétipo LQFM164 com o transportador PROT/SLC6a7,
foi utilizado o servidor SwissModel, no qual a sequéncia de aminoacidos foi anexada, gerando
0 modelo estrutural da molécula (Waterhouse et al., 2024). Apds a obtencdo da estrutura, 0
software PrankWeb foi empregado para identificar o sitio alvo da proteina (Jakubec et al.,
2022). Em seguida o software Maestro foi aplicado na preparacdo da proteina, ajustando as
torsdes, configurando o grau de protonacao para o pH de 7,4 e removendo moléculas de agua,
com o objetivo de aprimorar a analise de docking molecular (Sankar et al., 2022). Por fim, o
docking molecular foi realizado no servidor Dockthor para obter o score de ligagdo (Guedes et
al., 2024). Os detalhes resumidos encontram-se na figura 4.

Materiais e métodos 34



LQFM164
PM - 350.15
N® mmol - 0.85

Identificagao do sitio de ligagao Preparo da proteina e do ligante Docking Molecular
Modelagem da proteina

SwissModel Maestro (Software)

Alinhamento de sequéncia Estado de protonag&o (pH)
PrankWeb Dockthor

Construcao do modelo

Gera o modelo a partir de uma
sequéncia de aminodcidos |

Aplicagéo do campo
de forga

Minimizar as torgoes

Remover as moléculas de
H20

Fig. 4 — Imagem ilustrativa dos processos de quimioinformética de Docking Molecular. Fonte: Autoria propria.

5.1.2. Predicao de parametros Farmacocinéticos

Para avaliar a cinética e o potencial de permeabilidade através da BHE do prototipo
LQFM164, utilizou-se o servidor SwissADME (Daiana; Michelin; Zoete, 2017). Inicialmente,
foi selecionada a representacdo SMILES do protétipo em estudo, assim como a do composto
controle LX6171 (Barbosa, 2006), a fim de possibilitar uma analise comparativa. Em seguida,
ambos 0s compostos foram submetidos aos calculos da plataforma para determinar sua
biodisponibilidade e demais propriedades farmacocinéticas, gerando o0 ‘“egg plot”

correspondente.
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Fig. 5 — Representacdo estrutural das moléculas avaliadas quanto a pardmetros farmacocinéticos na plataforma
SwissADME. (A) Molécula LQFM164, desenvolvida para estudos pré-clinicos de neuroprotecdo e neurorreparo,
e (B) LX6171, farmaco comercial reconhecido como inibidor de prolina com potencial aplicacdo em desordens
neurolégicas. Adaptada — PUBChem (Kim et al., 2025).

5.1.3 Predicédo de ligacéo pela técnica de Dinamica Molecular

Simulacbes de dindmica molecular foram realizadas usando o Gromacs (Groningen
Machine for Chemical Simulations) 2024.1 com a interface Visual Dynamics para gerar scripts
(Abraham et al., 2015; Vieira et al., 2023). O campo de forca selecionado foi o AMBER99
(Wang et al., 2004). Cada sistema foi simulado sob condi¢6es de contorno periddicas em uma
caixa clbica, cujas dimensdes foram definidas automaticamente, considerando 5A dos 4tomos
de proteina mais externos em todas as direcdes cartesianas. A caixa de simulacdo foi preenchida
com moléculas de dgua TIP3P (Jorgensen et al., 1983). Em seguida, as velocidades atdmicas
iniciais foram atribuidas usando a distribuicdo de Maxwell-Boltzmann (distribuicdo da
velocidade das particulas no ar) correspondente a uma temperatura de 300 K. Por fim,
simulamos a execuc¢do do protétipo LQFM164 com o complexo (PROT) assim como também

a LX6171 que atuou como controle. A faixa utilizada foi a de 05 ns.
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As trajetorias de simulacéo foram analisadas com as ferramentas do pacote GROMACS,
O Root Mean Square deviation - Flutuacdo quadratica média (RMSD) e a Root Mean Square
Fluctuation — Flutuacdo por residuo (RMSF) foram calculados separadamente para cada
sistema, ajustando seus atomos pesados, tomando como referéncia a estrutura inicial da
dindmica de produgéo. As Solvent Acessible Surface Area - Areas de superficie acessiveis a
solventes (SASA) também foram calculadas. Todos os graficos foram criados com o GraphPad
Prism 9.0.2.

Fig. 6: Imagem ilustrativa do processo de dindmica molecular. Fonte: Biorender

5.2. Reagentes e equipamentos

O protétipo utilizado neste projeto foi o LQFM164, sintetizado pelo Laboratério de
Quimica Farmacéutica Medicinal (LQFM) da Faculdade de Farméacia da Universidade Federal
de Goias (FF/UFG). O protétipo foi diluido em uma solucédo de dimetilsulfoxido (DMSO) a
10% e administrado por via intraperitoneal (IP) no volume de 10 mL/kg.

Entre as substancias e reagentes utilizados, destacam-se o proprio LQFM164, com
massa molar de 350,15 g/mol e numero de mols igual a 0,85, fornecido em forma de po para
solucdo. O dimetilsulfoxido (DMSO) foi adquirido da Sigma Aldrich, EUA. Além disso, foram
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utilizados solucéo salina, cloreto de 5-trifenil-2H-tetrazolio (TTC) a 2% da Sigma (T8877),
solugéo tampdo PBS 1x, xilazina (Anasedan®) e cetamina (Dopalen®).

Os procedimentos experimentais contaram com diversos equipamentos e utensilios,
incluindo microscépio Otico, forceps, bisturi elétrico (Cautermax®), pingas comuns e
hemostéticas, linhas de sutura nylon 6-0, seringas de 1,0 mL/CC e um aparelho vortex para

homogeneizacao das solucdes.

5.3. Animais Experimentais

Os animais utilizados para todos os procedimentos citados nesse trabalho, foram
adquiridos do biotério do Instituto de Patologia Tropical e Sadde Publica da UFG (IPTSP/UFG)
no Centro Multiusuério de Producdo e Experimentacdo Animal (CMPEA/IPTSP/UFG). Os
animais foram mantidos no biotério do Laboratério de Neurofarmacologia e Neuroquimica —
NeuroLab, ICB Il. Para avaliacdo do efeito neurorreparador em modelo de isquemia cerebral,
foram utilizados camundongos C57BL/6, com peso entre 20 a 30 gramas e com idade de 10 a
12 semanas. Conforme as normas estabelecidas, os animais foram mantidos em um ciclo
claro/escuro de 12 horas com livre acesso a ragdo e agua. O projeto recebeu o parecer da
Comisséo de Etica no Uso de Animais/fCEUA (PROTOCOLO N°. 059/24).

5.3.1. Padronizacdo Experimental

Para avaliacdo da acdo do prototipo LQFM164, foi realizada uma padronizacéo
experimental com o objetivo de definir as doses e estabelecer parametros consistentes. As doses
selecionadas para o inicio do tratamento foram de 1,25 mg/kg, 2,5 mg/kg e 5 mg/kg, os

experimentos foram conduzidos por uma rotina de tratamento de cinco dias.
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5.4. Testes comportamentais
5.4.1. Teste de campo aberto

Para avaliacdo da mobilidade esponténea e parametros como comportamento do tipo
ansioso, foi realizado o teste de campo aberto conforme estabelecido descrito (Murtishaw et al.,
2018). O campo aberto consiste em um aparato cubico com propor¢des de (45 x 45 x 45 cm),
com paredes e piso acrilico cinza com uma luz branca distribuida por todo aparato (FIG 7).
Cada animal foi colocado em um mesmo ponto, e deixado livremente para explorar durante 10
minutos enquanto era gravado. O aparato sempre era limpo entre a troca de animais com &lcool

70% e para obtencéo dos resultados e imagens foi utilizado o software Any-Maze 7.16.

Fig. 7 — Imagem ilustrativa de um camundongo passando pelo teste de campo aberto. Fonte: Biorender

5.4.2. Teste do labirintoem Y

Para avaliacdo de memoria a curto prazo, alternancia espontanea e memaria de trabalho
(labirinto e é conduzido pela curiosidade inata dos roedores em explorar areas anteriormente
ndo visitadas) o labirinto em 'Y pode ser empregado adaptado ao descrito por (Kraeuter; Guest;
Sarnyai, 2018). Neste teste, os camundongos sdo colocados no centro do aparato afim de
explorar livremente os trés bracos durante oito minutos. Para a obtengéo de resultados, se utiliza

a (%) de alternancias corretas, em suma, quantas vezes o camundongo percorreu 0s trés bracos
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sem repeticdes (Ex: A, B e C). Os animais foram filmados e o nimero total de entradas nos

bracos e o indice de alternéncia foram quantificados. O indice de alternéncia foi calculado pela

formula: (Namero de alternancias corretas) / (NUmero de entradas nos bragos -2) x 100% (FIG
8).

Fig. 8 — Imagem ilustrativa de um camundongo passando pelo teste do labirinto em Y. Fonte: Biorender

5.5. Desenho Experimental

O protocolo de inducdo do modelo de isquemia cerebral focal induzido pela ocluséo da
artéria cerebral média (MCAQ) em contraste com o tratamento esta indicado na (FIG 9). Em
resumo, um dia apos a realizacdo do método cirurgico, € iniciado um regime de tratamento via
intraperitoneal (IP) de cinco dias, vinte e quatro horas apds ser aplicada a ultima dose 0s ensaios
comportamentais sao realizados e o cérebro € coletado.

Os camundongos foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos experimentais:
Sham (submetido apenas a incisdo cirdrgica, sem oclusdo da artéria cerebral média e tratado
com DMSO a 10%), Controle (submetido ao modelo de MCAO e tratado com DMSO a 10%),
e trés grupos tratados com LQFM164 nas doses de 1,25 mg/kg, 2,5 mg/kg e 5 mg/kg. O
experimento ndo foi conduzido de forma cega, uma vez que o pesquisador tinha conhecimento

prévio da distribuicdo dos grupos. Ressalta-se que, no grupo Sham, ndo houve obstrucdo da
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carétida, sendo realizada apenas a incisdo cirurgica, enquanto no grupo controle e grupos

tradados, a oclusdo da carotida foi efetivamente realizada.

Dia 0 Dia 1 Dia 5 Dia 6
-| ----------------- | -------------------------------------------------------- » Coleta
Modelo MCAO Inicio do tratamento  Término do tratamento Etapa Comportamental

Fig. 9 — Diagrama esquematico do delineamento experimental. Iniciando no dia 0 onde o procedimento de indugdo
do modelo foi realizado, o dia seguinte € marcado pelo inicio do tratamento e suas respectivas doses (1,25mg/kg,

2,5mg/kg e 5mg/kg via IP) efetuado por cinco dias. No sexto dia € realizado a coleta do material.

5.6 Modelo de oclusdo da artéria cerebral média - MCAO

A escolha do modelo de MCAO ¢ apropriada para mimetizar a isquemia cerebral em
murinos. Suas vantagens incluem alta reprodutibilidade anatémica, oclusdes de grandes vasos
semelhantes as observadas em humanos, além de afetar areas relevantes como cértex e corpo
estriado, areas comumente afetadas no AVC humano. Entretanto, vale ressaltar que tambem
possui desvantagens como a alta variabilidade entre animais ja que é dependente da anatomia
do Circulo de Willis (CoW), especialmente em camundongos C57BL/6, onde ha variacfes
significativas das artérias comunicantes posteriores; Alta mortalidade; Ndo permite estudos de
trombolise diretamente e riscos de complicacGes técnicas ja que o uso incorreto de filamentos
pode causar hemorragia subaracnoide ou oclusdo incompleta. Além de que o modelo utilizado
pelo grupo envolve craniotomia o que induz repostas inflamatoria (Trotman-Lucas, Gibson.
2021).

O modelo utilizado para induzir a isquemia foi estabelecido previamente (Wayman., et
al 2016). Os camundongos foram anestesiados com cetamina (80 mg/kg) e Xxilazina (8mg/kg)
via intraperitoneal. Em seguida, com o auxilio do bisturi foi realizado uma incisdo cutanea de
2cm na linha média ventral do pescocgo. Para obter o acesso a artéria carétida comum (ACC),
as glandulas salivares foram afastadas com o auxilio de um fdrceps, assim sendo possivel
manipular a ACC e o nervo vago. A ACC foi entdo dissecada do nervo vago e ocluida com

sutura de seda ndo absorvivel. A incisdo no pescoco foi suturada com nylon 6-0. Apos a ocluséo,
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os camundongos foram alocados na mesa cirdrgica para expor o hemisfério contralateral. Uma
incisdo de 1cm entre o seio retro orbital e o canal auditivo externo foi feita de forma a visualizar
0 musculo temporal. Entdo, foi dissecado 0 musculo temporal para visualizagdo do cranio e da
artéria cerebral média para a realizacdo da craniotomia na regido exposta com o auxilio de uma
broca odontoldgica de perfuracdo com revestimento de 1,6 mm e aproximadamente 8.000 rpm.
Assim, foi feito uma incisdo e parte do osso foi removida com o auxilio de uma pinca fina. Por
fim, com cauterizador 3W de voltagem (Cautermax®) a ACM ¢ ocluida permanentemente.
Seguindo o protocolo, os camundongos se recuperaram em um substrato novo para diminuir o

risco de infecgOes e em uma temperatura de 25° a 27° °C.

5.7. Avaliagdo Morfoldgica

Para a analise morfoldgica da dimensao da area isquémica o cérebro dos camundongos
foram removidos e seccionados de forma consecutiva em laminas de 2 mm de espessura,
totalizando quatro seccbes. Apds esta etapa, as laminas foram banhadas em solucdo de
coloragdo utilizando 2% de cloreto de 5-trifenil-2H-tetrazolio (TTC, Sigma, T8877) (Joshi;
Jain; Murthy, 2004).

No tecido isquemiado, as mitocondrias perdem sua funcionalidade devido ao estresse
oxidativo e a falta de energia celular, sendo assim, ndo sendo capazes de reduzir o TTC a
formazan. Assim o tecido isquémico permanece esbranquicado. As amostras foram separadas
por seus respectivos grupos, assim as fatias foram deixadas submersas na solucéo de TTC por
um periodo de trinta minutos. A zona de penumbra permanece na cor branca onde é possivel
visualizar o dano. A quantificacdo foi realizada pelo software ImageJ de forma manual pelo
pesquisador, onde foram delimitadas as regifes pela area palida (area esbranquicada) e
delimitacfes anatomicas do cortex. O calculo utilizado para considerar o percentual da area de
infarto (%Al) é (area pélida isquémica + area restante do cortex direito/ area total do cortex

esquerdo) x 100.
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5.8. Avaliagcbes Motoras
5.8.1 Teste do Cilindro

O teste do cilindro busca avaliar os parametros de assimetria das patas e coordenacéao
motora em modelos de camundongos com AVC conforme descrito (Schallert et al., 2000). Foi
avaliado o dano contralateral, ja que em modelos murinos a regido afetada — como o cortex —
age em contrapartida a regido isquémica. O teste usa as formas cilindricas, para incentivar a
exploragéo das paredes. O cilindro transparente tem as dimensdes de 20 cm de didmetro e 30
cm de altura e os modelos séo induzidos a permanecer no local por 5 min. Em suma, se espera
a diminuicdo na utilizacdo das patas contralaterais ao hemisfério cerebral que sofreu a isquemia.
Portanto este comportamento ird avaliar o uso motor do membro toracico dos animais,
esperando-se uma preferéncia pelo membro ipsilateral, 0 que demonstraria um deficit motor,

observavel em decorréncia do dano neuronal.

k_f

Fig. 10 — Imagem ilustrativa de um camundongo passando pelo teste do cilindro. Fonte: Biorender

5.8.2. Teste de Limb Clasping

O teste de Limb Clasping é um teste de comportamento motor utilizado em modelos de

AVC. Conforme descrito na literatura (Mied et al., 2017), a suspensao pela cauda induz uma
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resposta de escape (Figura 11). Esta resposta reflete diretamente um comportamento instintivo,
ocasionando movimentacdo dos membros toréacicos e pélvicos, sendo essa movimentacdo
utilizada como parametro para a avaliagédo da capacidade motora do modelo. Os animais sdo
suspensos pela cauda por dez segundos e seus membros sdo gravados para as anélises de score.
Portanto, o score é avaliado com base nos seguintes critérios: 1 — Sem aperto de membro,
extensdo de fuga normal; 2 — Ambos 0os membros pélvicos exibem movimentos incompletos e
perda de mobilidade, os dedos apresentam movimentos normais; 3 — Ambos 0s membros
pélvicos exibem aperto com dedos enrolados e imobilidade; 4 — Membros toracicos e pélvicos
exibem aperto e estdo cruzados, com dedos enrolados e imobilidade.

Fig. 11 — Imagem ilustrativa de um camundongo passando pelo teste de Limb Clasping. Fonte: Biorender
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5.9. Andlise Estatistica

Os dados paramétricos do estudo foram analisados pela analise de variancia One-way
(ANOVA), seguido por teste de Dunnett. Se considerou como padréo estatisticamente
significativo os valores de P menor que 0,05. Para dados ndo paramétricos foi utilizado o teste
de Krushal-Wallis, também considerando o valor de P menor que 0,05 como indicativos de
significancia estatistica. Os dados foram apresentados como média = Erro Padrdo da Média
(EPM) e foram processados utilizando o software GraphPad Prism, versdo 9.0 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, EUA).
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6 RESULTADOS

6.1. LQFMQ164 potencialmente se liga a PROT/SLC6A7

Inicialmente, realizamos técnica de quimioinforméatica para estudar a potencial
interacdo entre LQFM164 com a proteina PROT/SLC6A7Y. Nas técnicas in silico executadas, o
protétipo LQFM164 demonstrou ligacfes no sitio ativo do transportador PROT, destacando
interacOes especificas como ligacdo de hidrogénio com ARG-66, além de contatos hidrofobicos
com os residuos SER-459, ALA-458, VAL-451 e PRO-364.

A B C

Larfles

BBB
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O PGP+ Arg66A
© PGP-

hydrogen bond metal interaction pi-pi interaction
————— ionic interaction cation-pi interaction hydrophobic contact

Fig. 12 — Representacéo grafica das interagdes dos compostos LQFM164 e LX6171 com o transportador PROT. (A) Diagrama
3D mostrando a interacdo entre LQFM164 (em amarelo) e LX6171 (em verde), ambos ocupando o0 mesmo sitio de ligagdo no
transportador PROT. (B) Esquema 3D da interacdo do LQFM164 com o PROT, destacando as intera¢des especificas, como a
ligacdo de hidrogénio com o residuo ARG-66. (C) Esquema 3D da interacdo do LX6171 com o PROT, indicando interacdes
com os residuos ALA-458, SER-459, VAL-451, ARG-66 e PRO-364. (D) Diagrama tipo Eggplot, mostrando a permeabilidade
dos compostos. Ambos os compostos estdo na regido amarela, indicando que eles possuem potencial para atravessar a barreira
hematoencefalica (BHE). (E e F) Representacéo bidimensional das interagdes quimicas entre os compostos e o transportador.
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Para as analises de docking molecular, foi utilizado o servidor DockThor. A interacéo
proteina-ligante foi estabelecida pelo PROT com o prototipo LQFM164. Os dados do LX6171
foram obtidos no PubChem (15950717). O LX6171 j& é um inibidor de L-prolina catalogado.
Com auxilio do software Maestro a proteina foi preparada, o campo de forca OPLS4 e com
grau de protonacao de 7,4, as moléculas de 4gua foram retiradas afim de otimizar o docking. O
docking foi gerado no servidor Docktor que recebeu a abordagem flexivel, com coordenadas de
X:4,0892, Y: 4,8023 e Z: -3,0064 nos sitios de ligacdo e com Caixa Armstrong 20x20x20.

As andlises de interacdes moleculares e propriedades de penetracdo da barreira
hematoencefélica (BHE) das moléculas LQFM164 e LX6171 com o receptor (PROT). Nas
imagens (A, B e C), podem ser observadas quanto ao encaixe das moléculas LQFM164
(amarelo) e LX6171 (verde) na proteina (azul), destacando as principais interacGes de ligacéo.
Em (A), uma viséo geral das duas moléculas no sitio de ligagdo. Em (B), LX6171 interage com
ARG-66 através de uma ligagao idnica, com distancia de 1.9 A. Em (C), a molécula LQFM164
forma diversas interagcdes com o receptor, incluindo interagcdes com os residuos SER-459, ALA-
458, VAL-451, e PRO-364.

No grafico D (eggplot), é evidenciado que tanto a LQFM164 quanto a LX6171
apresentam potencial para atravessar a barreira hematoencefalica, demonstrando perfil
favoravel para acdo no SNC. As moléculas encontram-se dentro da area amarela, indicando
permeabilidade. Nas imagens E e F, as interacGes quimicas detalhadas entre os compostos e 0
receptor sdo apresentadas. Em E, as interacdes de LX6171 com ARG66A sao destacadas: uma
ligacdo idnica entre o grupo amina e ARG66A, caracterizando a forca eletrostatica envolvida.
Em F, observa-se as interaces de LQFM164, incluindo ligac6es hidrofobicas e de contato com
VAL451A, PRO364A, e SER459A.

Os resultados demonstraram que o prototipo interage com o PROT de maneira
semelhante ao controle, com scores de ligacdo de -7,707 kcal/mol para o LQFM164 e -8,063
kcal/mol para 0 LX6171 demonstrando resultados semelhantes (Tab. 01). Como demonstrado
na imagem na figura (A) a sobreposicéo tridimensional do LQFM164 sob o controle LX6171
indicam similaridade de ligacdo. As principais ligacGes encontradas foram as interacdes onde
se formaram uma ligacao de hidrogénio com o residuo ARG-66 (Figura B), com uma distancia

de 1,9 A, garantindo boa estabilidade. Além disso, apresentou interacdes hidrofébicas com os
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residuos ALA-458, SER-459, VAL-451 e PRO-364 (Figura C), demonstrando sua afinidade

com o transportador PROT.

Tabela 1 — Score do docking molecular - DockThor

] Energia de Energia

Ligante Score Energia total .
vdwW eletroestatica
LQFM164 -7,707 kcal/mol 54,334 kcal/mol ~ -28,171 kcal/mol  -5,634 kcal/mol
LX6171 -8,063 kcal/mol 22,697 kcal/mol ~ -21,948 kcal/mol  -7,797 kcal/mol

vdW — Van Der Wals

Tabela 2 — Padroes farmacocinéticos - SwissADME

o Polaridade  Solubilidade  Saturagéo o
Composto  Lipofilicidade =~ Tamanho Flexibilidade
(TPSA)  Aquosa (logS) (Csp3)
LQFM164 3,63 Log Po/w 411,30 g/mol 41,37 A2 -4,90 0,20 4 NRB
09 A2
LX6171 4,75 Log Po/w 377,87 g/mol -5,40 0,23 4 NRB

TPSA - Topological Polar Surface Area

NRB — Number Rotable Bonds (Numero de ligacGes simples que permitem rotacao livre no

composto).

Para avancar na compreensdo dos mecanismos, o servidor SwissADME foi utilizado

para coletar dados da farmacocinética do protétipo (Imagem D), os resultados demonstraram

que além de permear a barreira hematoencefalica, ambos possuem cinéticas semelhantes. O que

indica que assim como o controle o LQFM164, pode exercer potencial neurorreparador.
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6.2. LQFM164 mantém um bom equilibrio entre mobilidade e interacdo com
0 PROT

A anélise de dindmica molecular dos complexos PROT-LQFM164 e PROT-LX6171 foi
realizada ao longo de 5 ns e permitiu a avaliacdo da estabilidade conformacional (RMSD),
flexibilidade dos residuos (RMSF) e exposicdo de superficie (SASA).

No grafico A, observa-se 0 comportamento do desvio quadratico médio (RMSD) ao
longo do tempo. O complexo PROT-LQFM164 apresentou valores de RMSD ligeiramente
mais elevados que o PROT-LX6171, alcangando aproximadamente 0,65-0,70 nm ao final da
simulacéo, enquanto o complexo com LX6171 estabilizou-se proximo de 0,55-0,60 nm. Esses
dados sugerem uma estabilidade conformacional comparavel entre os complexos, com leve
maior flexibilidade global para o LQFM164.

No grafico B, referente ao desvio quadratico médio por residuo (RMSF), ambos 0s
complexos apresentaram perfis semelhantes de flutuacdo, com picos mais acentuados nas
regides terminais e em poucas regides especificas do dominio central, indicando que a ligacéo
dos ligantes ndo causou grandes perturbac@es na flexibilidade local da proteina. Os valores de
RMSF permaneceram predominantemente abaixo de 0,7 nm ao longo da cadeia de residuos,

indicando estabilidade estrutural da maioria das regides.

Por fim, o grafico C apresenta a analise de area de superficie acessivel ao solvente
(SASA), que revelou uma tendéncia geral de diminuicdo da exposicéo ao longo do tempo para
ambos os complexos. O complexo PROT-LQFM164 exibiu valores levemente inferiores em
comparacgdo ao PROT-LX6171, indicando uma menor exposicao ao solvente e, possivelmente,
uma maior compactacdo do sistema. Esses resultados em conjunto indicam que ambos 0s
ligantes formam complexos estaveis com o transportador PROT, com o LQFM164
apresentando um perfil de compactacdo levemente superior e flutuacBes dinamicas

discretamente maiores
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Fig. 13: Analises de dindmica molecular dos complexos PROT-LX6171 e PROT-LQFM164. (A) Desvio
quadratico médio (RMSD) dos complexos ao longo de 5 ns. (B) Flutuagdo por residuo (RMSF) da cadeia proteica.

(C) Area de superficie acessivel ao solvente (SASA) durante a simulagao.

6.3. O tratamento com LQFM164 reduz o padréo de mobilidade

Para validacdo experimental, foi realizado o teste de campo aberto. Com o objetivo de
investigar como o composto modifica o padrdo de exploracdo espontaneo dos camundongos.
Houve uma diferenca significativa quanto ao controle no tempo de mobilidade para a dose de
5mg/kg (421,9 £ 13,56%) com o valor de P em (0,0318) e nos cruzamentos também na dose de
5mg/kg (22,56 *+ 0,98%) com o valor de P de (0,0042).
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J& na andlise do percentual de exploragdo, nenhuma diferenca significativa foi
observada entre os grupos tratados com LQFM164 (1,25 mg/kg, 2,5 mg/kg e 5 mg/kg) e o grupo
controle (salina). Esse resultado indica que o composto ndo alterou de forma relevante os
padrdes de comportamento exploratério dos animais no teste do campo aberto, sugerindo que,

nessas doses, 0 LQFM164 ndo impacta significativamente a locomogdo ou a propenséo
exploratoria.
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Fig. 14 - Efeito do LQFM164 na mobilidade e exploracdo em modelo animal. (A) Mobilidade evidenciada pelo
track plot e padrdo de deslocamento nos grupos tratados, com locomocgdo representada em azul e zonas de
inatividade em vermelho. (B) Parametros de exploracéo identificado pelo heat map, incluindo distancia percorrida,
tempo de mobilidade, tempo de imobilidade e cruzamentos. (C) Pardmetros de explora¢do, como rearing,

grooming, tempo no centro e na borda
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6.4. O tratamento com LQFM164 altera a alternancia no Labirintoem Y

Na validacdo comportamental avaliando parametros do labirinto em Y. Em A, uma
diferenca significativa do grupo salina para o grupo 2,5mg/kg. Ja no grupo B nenhuma diferenca
significativa foi notada. Os parametros relevantes sdo: Grupo salina (29,30 + 2,7%) e 2,5mg
(19,22 £ 1,7%). Numero total de entradas nos bragos do labirinto, indicando a atividade
locomotora dos animais. Observou-se um aumento significativo no grupo tratado com 2,5
mg/kg de LQFM164 em relagdo ao grupo controle, evidenciando possivel efeito estimulante na

v¥
m v
A v *
L v
T

Al Ll T r
Ctrl 1,25 2,5 5
LQFM164 -

LQFM164 (mgk

(maka) (maikg)

L

exploragéo.
A B
Namero de Entradas indice de Alternancia
50 -
150
404 Y . . P
rreeeesee——
= 30 A 2 100 v
- oo A v . g .
® A v - vy
- ' * z : A
u:ll 204 A e E A h -
. v < 50+
104 =
0 Al L) L) L )
1,25 2,5 5

Ctrl

Fig. 15— Avaliacio do desempenho de camundongos no teste do labirinto em Y A) Namero de entradas B) indice de alternancia

(%). N (9/10 animais).

O protétipo ndo apresentou diferenca significativa na meméria de trabalho. Embora a
memoria de trabalho ndo tenha sido afetada, o0 composto pode influenciar outras fun¢ées, como

a motora indicada pela Fig. A, como sugerido pelo nimero de entradas.
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6.5. O tratamento com LQFM164 favorece o neuroreparo no modelo de
MCAO

O resultado da analise morfoldgica pela técnica de TTC para avaliar o percentual de
dano isquémico durante o tratamento de 5 dias demonstrou que o composto LQFM164 promove
uma diminuigéo isquémica conforme demonstrado na Fig16(B). Foi observado uma diferenca
significativa entre o grupo Sham e o grupo controle (16,67 + 1,80%), (P < 0,001), o que
demonstra o sucesso do procedimento cirirgico em induzir o processo isquémico. J& 0s grupos
tratados por sua vez, obtiveram os seguintes valores: No grupo de 1,25mg da LQFM164 (11,89
+ 1,30%); 2,5mg/kg (9,33£1,80%) e 5mg/kg (4,70 = 0,91%), com o valor de P relacionado ao
controle de: (P < 0,0490) na dose de 1,25 mg/kg e (P <0,0013) na de 2,5mg/kg e (P <0,0001)

para a de 5mg. Indicando que resultados significativos tanto na dose de 2,5mg/kg quanto na de

5mg/kg.
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Fig. 16 — LQFM164 reduz a area de isquemia em modelo animal de isquemia cerebral apos 5
dias de tratamento. (A) Analise da area de infarto por TTC. (B) Imagens representativas da
coloracdo de TTC. Dados apresentados como média + SEM e analisados por One-way ANOVA

com poés-teste de Dunnet (N= 9-10 animais/grupo).
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5.6 O tratamento com LQFM164 preserva o0 score motor em animais

submetido ao modelo de MCAO - Score Neuroldgico

O teste do cilindro que tem como objetivo avaliar a assimetria funcional demonstrou
que ao longo dos 5 dias as doses de 2,5 (mg/kg) e 5 (mg/kg) foram efetivas. Promovendo uma
melhora na assimetria e na coordenacdo motora dos animais. O comportamento demonstrou
uma diferenca significativa do controle para o Sham sendo: Controle (113 + 3) e Sham com 0
valor de (100 £ 2) com o P apontando (=0,127). Os grupos tratados, 2,5mg (99 £ 3) com o P de
(= 0,066); 5mg (100 + 2) e P (=0,071) demonstraram resultados significativos quanto ao
controle conforme ilustrado na figura (A).

Ja no teste de Limb Clasping tem como principal objetivo avaliar o déficit motor em
modelos animais de isquemia cerebral. Neste estudo, o tratamento com a LQFM164 durante o
periodo de cinco dias, demonstrou que o composto promoveu uma melhora de acordo com o
avaliado no score neurolégico. Os resultados demonstraram que o grupo controle atingiu (2,22
+ 0,22%) com o valor de P (<0,0001). Nos grupos tratados os resultados demonstraram

resultados positivos da dosagem de 5mg (1,00 £ 0,25%), conforme ilustrado na figura (B).
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Fig. 17 - LQFM164 promove melhora no score neuroldgico de testes motores. Em (A) grafico de dispersédo de
linha média (dot plot) ilustrando o teste de cilindro e em (B) gréfico de violino com a representacdo do Limb
Clasping. Em (A) teste de Anova e em (B) Kruskal-Wallis test.
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7. DISCUSSAO

Neste trabalho descrevemos o desenvolvimento do LQFM164 um novo inibidor do
transportador de prolina — PROT (Slc6a7) e seu efeito in silico e in vivo em modelo de ocluséo

da artéria cerebral média (MCAOQ) e seu efeito neurorreparador.

O composto LQFM164 foi avaliado quanto ao seu potencial de ligacdo a proteina PROT
pela técnica de docking molecular. Essa técnica é amplamente utilizada na triagem de novos
farmacos para o tratamento da isquemia (Li et al., 2024). Estudos prévios demonstraram a
relevancia do docking molecular na avaliagcdo de compostos derivados de prolina, sendo essa
abordagem aplicada na investigacdo de quinolina contendo andlogos de prolina para interacéo
com alvos moleculares especificos (Ganesan et al., 2020). Desta forma, a aplicacdo de docking
possibilita a identificacdo de interacbes moleculares que contribuem para avaliar a eficacia de

NOVOS COMPOstos.

Estudos envolvendo o transportador de soluto da familia SLC6AS5 e outros carreadores
destacam a relevancia das interacfes moleculares nesse contexto. No trabalho de Carvalho et
al. (2024), a andlise das interacGes da Bitopertina com diferentes transportadores da familia
SLCB6, por meio de estudos de docking molecular no DockThor, revelou a presenca do residuo
ARG-66 como sitio de interacdo. Notavelmente, esse mesmo residuo foi identificado na
interacdo do LQFM164 com o transportador PROT, indicando um possivel mecanismo
conservado de ligacdo. Além disso, os dados obtidos demonstraram que 0s transportadores
avaliados exibiram perfis farmacocinéticos similares aos observados no presente estudo
(Carvalho et al., 2024).

No trabalho de Peixoto e colaboradores (2021), ao avaliar in silico pelo DockThor, 0s
autores observaram que 0s compostos Epoxy-a-lapachone (Lap) e Epoxymethyl-lawsone (Law)
apresentaram energias de ligacdo préximas ou inferiores a -8 kcal/mol ao interagir com
enzimas-chave da Leishmania spp., incluindo a lanosterol C-14 demethylase, o cytochrome c e
a glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. O artigo destaca que esses valores de energia de
ligacdo indicam interacdes estaveis e um potencial significativo de inibicdo dessas enzimas,
reforcando a importancia desses compostos como candidatos promissores a farmacos

multialvos para o tratamento da leishmaniose (Peixoto et al., 2021).
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De forma semelhante, a molécula LQFM164 também apresentou uma energia de ligacéo
préxima de -8 kcal/mol, um valor que, segundo Peixoto et al. (2021), sugere afinidade com a
proteina-alvo e estabilidade no complexo formado. Esse achado € consistente com o potencial

farmacoldgico significativo de compostos que atingem essa faixa de energia de ligagéo.

Em geral, para interacdo em estudos de docking molecular, valores negativos de energia
livre de ligagdo (AG, em kcal/mol) sdo pardmetros indicativos. Nesse contexto, Pereira-Junior
et al. (2022) avaliaram flavonoides da folha de horteld na interacdo entre a proteina spike do
SARS-CoV-2 e o receptor humano ACE2. Seus valores de AG, que variaram entre -6,38 e -
9,18 kcal/mol, foram relatados como indicativos de uma interacdo estavel com potencial
inibitério da ligacdo viral. Embora a plataforma de docking empregada tenha sido o SwissDock,
esse resultado confirma a tendéncia geral na literatura de que valores negativos de energia livre
de ligacéo favorecem predicoes de afinidade molecular em pesquisas in silico (Pereira-Janior
et al., 2022).

Estes dados de docking molecular vao de encontro com os achados de Liu e amigos
(2017) que ao avaliar pelo AutoDock Vina (versao 1.1.2) em busca de compostos derivados de
plantas medicinais tradicionais chinesas que foram analisados por docking molecular contra 15
alvos terapéuticos do AVC isquémico. Eles observaram que 0s compostos que interagiam
melhor nesses alvos tinham baixas energias de ligacao (entre -16,2 a -8,5 kcal/mol) (Liu et al.,
2017).

Desta forma, é possivel salientar que em candidatos para tratamento da isquemiaa o AG
tenha uma faixa mais baixa. Uma afinidade menor para o sitio de ligacdo. 1sso pode indicar de
gue os potenciais farmacos para isquemia tenha em suma valores controlados quanto ao seu

receptor.

Nos estudos de Wang e colaboradores (2023), é possivel notar que a curcumina
apresentou alta afinidade de ligacdo com os alvos, especialmente com o TNF (energia de
ligacdo mais forte, -10,07 kcal/mol), em estudos com abordagem in silico sobre a isquemia.
Além disso, foram realizadas simula¢bes de 100ns com o GROMACS para analise da
estabilidade dos complexos. A andlise do RMSD demonstrou que os complexos atingiram
estabilidade estrutural com pequenas flutuacdes ao longo do tempo. O RMSF revelou baixa
mobilidade da maioria dos residuos, indicando poucas regides flexiveis. Ademais, 0 SASA

apresentou uma tendéncia de redugdo durante a simulacdo, sugerindo que os complexos se
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tornaram progressivamente mais compactos, o que é indicativo de maior estabilidade estrutural
e melhor acomodacdo do ligante no sitio de ligacdo, assim como ocorreu com o prototipo.
(Wang et al., 2023).

Retornando ao trabalho de Carvalho e colaboradores (2024), dessa vez com enfoque na
dindmica. A analise do SASA (Solvent Accessible Surface Area) revelou uma tendéncia de
diminuicdo da &rea exposta ao solvente ao longo da simulacdo do complexo PROT-LQFM164,
com valores reduzindo de aproximadamente 320 nm? para 290 nm2. Esta observacdo é
consistente com o comportamento descrito para os complexos envolvendo a Bitopertina, onde
a reducdo da SASA foi associada a compactacdo do complexo e a maior estabilidade estrutural.
Assim, 0s achados sugerem que a interagdo de LQFM164 com o PROT promove uma
compactagdo progressiva e estabilidade conformacional semelhante & observada para
bitopertina, reforcando o potencial de compostos moduladores da familia SLC6 em manter
interacdes robustas ao longo da dinamica molecular. Até 5ns de simulacdo, a analise de
dindmica revelou que o complexo PROT-LQFM215 apresentou estabilidade estrutural precoce,
com RMSD baixo e constante, e flutuacGes restritas nas regides de interacdo, conforme
evidenciado pelo perfil de RMSF. A tendéncia de diminuicdo da SASA sugere um inicio de
compactacdo do complexo, embora de forma menos pronunciada do que observado para o
LQFM164, indicando que o LQFM215 promove uma associacdo mais estavel e potencialmente

eficaz com o transportador PROT (Carvalho et al., 2024).

Os dados demonstram que assim como seus analogos, o prototipo LQFM164 se
demonstra instavel quanto o receptor PROT. Apoés observar resultados positivos com analise
de docking molecular e dinamica molecular e quanto a cinética do prot6tipo, o caminho foi
estabelecer a padronizacdo experimental visando definir dosagens seguras e implementar a
caracterizacdo comportamental do protétipo. As doses foram determinadas com base em

trabalhos anteriores com analogos pela equipe.

Os resultados da padronizacdo experimental mostraram uma reducdo nas travessias.
Essa diminuicdo na exploracdo da area central do campo aberto exibida por camundongos com
sinais clinicos deficientes de PROT, ndo parece correlacionar-se com comportamento ansioso.
Schulz et al. (2018) também descreveram esse fendmeno, relatando que o nimero de entradas
no quadrante central foi significativamente menor em camundongos PROT KO. Isso evidencia

que a alteragdo na atividade locomotora nesses animais estd associada a funcionalidade do
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transportador PROT. Como evidenciado pela Figura 14(A), esses resultados séo corroborados
pela reducdo de entradas na area central do aparelho, comportamento visto em modelos que ndo
possuem o transportador (Schulz et al., 2018).

Portanto, sabe-se que a a¢ao da prolina pode ser modulada no SNC, conforme destacado
por Hamasu et al. (2010). Os autores mostraram que a injecdo de L-prolina no sistema
ventricular cerebral de pintos neonatos sob estresse agudo produziu efeitos sedativos e
hipnoticos que eram dependentes da ativagdo do receptor NMDA no cérebro. Isso pode
justificar o comportamento observado, pois 0s niveis aumentados de prolina no SNC (devido a
inibicdo da prolina) poderiam ativar esses receptores, levando a efeitos sedativos e diminuicéo
do comportamento exploratorio (Hamasu et al., 2010).

Trabalhar com inibidores de L-prolina trazem um novo panorama para elucidar
condicdes neuroldgicas. Ja& que outros inibidores semelhantes como o LX6171, ja foram
testados. Embora o composto ndo tenha avancado para testes pré-clinicos ou clinicos (Zipp et
al., 2014).

Em relagdo aos inibidores de PROT discutidos no novo relatorio de Zipp et al., o estudo
de Zipp e colaboradores (2014) também aborda a oportunidade de os inibidores de PROT serem
usados como agentes terapéuticos para disturbios cognitivos como a doenca de Alzheimer, nos
quais os inibidores de PROT foram descobertos e relatados por Zipp e colegas. Em um processo
conhecido como triagem de alto rendimento (HTS), diferentes compostos candidatos que
inibiram 0 PROT em relacéo ao transporte de 3H-prolina (L-prolina marcada com tritio (3H))
foram identificados atraves de ensaios em celulas COS1 expressando o transportador humano,
nos quais a inibicao foi realizada na presenca de concentracdes variadas do composto candidato.
SolucBes aquosas e etanol dos compostos foram testadas, e 0 composto 58 deu origem a letargia
e toxicidade em camundongos, impedindo avaliacdo in vivo adicional ap6s administracao
intravenosa. Embora isso ndo seja especificamente abordado no artigo, o padrdo reduzido de
atividade motora pode estar relacionado a letargia social e ao teste de campo aberto (Zipp et al.,
2014).

Testamos o efeito da LQFM164 em um modelo de oclusdo da artéria cerebral média
(MCAO) de acordo com seu perfil farmacologico e comportamental apresentado até agora. Este
modelo serve como uma plataforma para avaliar o potencial neurorrepador em um modelo in

vivo induzindo dano isquémico em camundongos.
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Um neuroprotetor molecular testado no estudo recente de Cavalcante et al. foi o
bitopertina, um inibidor de GlyT1. As doses usadas no estudo foram de 1,25 mg, 2,5mg e 5 mg
24 antes da inducdo. Os resultados obtidos mostraram dados homogéneos para a reducdo da
area de infarto, que esta de acordo com estudos anteriores. Este trabalho resultou nas escolhas
das doses do protétipo (Cavalcante et al., 2025).

Ja sobre o score de mobilidade, notada pelo teste de Cilindro e Limb Clasping, trabalhos
do grupo como os apresentados por Nunes (2024) com o acido decandico, que atua no AMPA.
(Nunes., 2024) que utilizou 0 modelo de MCAO onde avaliou o score motor e 0 cognitivo.
Alinhado com o estudo, o protétipo promove a fungdo motora dos animais. Entretanto, estudos
sugerem que a distribuicdo do PROT no SNC pode estar vinculada em regides excitatorias como
por exemplo, o hipocampo. Em estudos de imuno-histoquimica mostram o PROT expresso em
subpopulag¢des de neurdnios em terminais pre-sindpticos regulando o fluxo de L-prolina e sua
liberacdo em terminais glutamatérgicos. Resultando que apesar de ndo modular a memoria de
trabalho na padronizacéo experimental, pode ser efetivo em demais testes comportamentais de

memoria (Crump; Fremeau; Craig, 1999.; Renick et al., 1999; Nunes., 2024).

Com o score neurolégico comparado ao controle, principalmente nas doses de 2,5 mg/kg
e 5mg/kg no teste do cilindro. E na dose de 5mg/kg no teste de limb clasping sugerindo que
essas doses podem ser as mais efetivas. Estes achados estdo de acordo com o encontrado nos
estudos de Nakajima et al. (2018) que avaliou o potencial neuroprotetor do perampanel que
assim como o protatipo esta envolvido em receptores glutamatérgicos. Onde, a reducdo da area

de infarto promoveu melhoras motoras em modelos animais de MCAO (Nakajima et al., 2018).

Ainda, os estudos de Chen e amigos (2020), também demonstrou melhoras no score
neurologico estudando B-cariofileno em modelo de oclusdo da artéria cerebral média. O
tratamento com B-cariofileno reduziu os déficits neuroldgicos, o volume do infarto cerebral e 0
dano patolégico no tecido cerebral. Além disso, os resultados sugerem que o efeito
neuroprotetor do p-cariofileno esta relacionado a ativacdo da via CAMP/PKA, que favorece a
translocacdo de receptores AMPA, receptor este que esta ligada a sintese glutamatérgica (Chen
et al., 2020).

Em resumo, conforme mostrado por Carvalho e amigos (2025), os estudos sobre a L-
prolina ainda precisam ser aprofundados para melhor compreenséo de seu transporte e agéo no

organismo. A L-prolina desempenha um papel crucial na neurotransmisséo e no metabolismo
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cerebral, estando envolvida na modulagcdo da excitabilidade neuronal. Além disso, sua
participacdo em vias glutamatérgicas e GABAérgicas sugere um impacto direto na homeostase
de neurotransmissores, 0 que pode ter implicac6es em condi¢fes neurolégicas, como a isquemia
cerebral (Carvalho et al., 2025).

Estes resultados sdo importantes pois, podem corroborar com estudos de translagédo para
0 avanco e melhorias de terapias com farmacos neurorreparadores. A validacdo de alvos
moleculares como o transportador de prolina em modelos animais deve considerar a
complexidade da fisiopatologia humana, especialmente em doencas multifatoriais como 0 AVC
iIsquémico.

No trabalho de Lourbopoulos e colaboradores (2021) os pesquisadores buscavam
encontrar por meio de um estudo tedrico os motivos pelos quais mais de mil estudos pré-clinicos
com resultados positivos em modelos animais de AVC isquémico ndo se converteram em
tratamentos eficazes na préatica clinica. Os pesquisadores chegaram a conclusdo de que a
dificuldade dos modelos translacionais esta na dificuldade dos modelos translacionais em
apresentar baixa representatividade da realidade clinica, marcada por diferencas significativas
entre 0os modelos animais e 0s pacientes humanos — especialmente quanto a idade, presenca
de comorbidades, microbiota, variabilidade genética e suporte médico. Além disso, destacam a
adocdo de desfechos limitados, como a reducdo do volume de infarto, e a auséncia de integracéo

entre pesquisadores pré-clinicos e clinicos. (Lourbopoulos et al., 2021).

Assim, com base nos resultados obtidos neste estudo, é possivel apontar o0 composto
LQFM164 como um inibidor dos transportadores de prolina, com potencial para ativar vias de
neurorreparo. A inibicdo da captacdo intracelular de prolina apresenta resultados promissores

para a compreensao da neurotransmissao excitatoria.
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8 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou o potencial neurorreparador do protétipo LQFM164, um
inibidor seletivo do transportador de prolina (PROT/SLC6A7), em um modelo experimental de
isquemia cerebral. Os resultados obtidos a partir de analises in silico, comportamentais e
morfoldgicas indicaram que a inibicdo do PROT promove efeitos benéficos significativos no

contexto isquémico, evidenciando sua relevancia como uma estratégia terapéutica promissora.

As analises in silico de docking molecular indicaram que o LQFM164 apresenta
afinidade de ligagdo ao transportador PROT, com intera¢cbes moleculares estaveis e com as
analises de cinética semelhantes ao controle (LX6171) e com potencial para atravessar a BHE.
A dindmica molecular reforcou o estudo apresentando a estabilidade do complexo ligante-

proteina, revelando boa compactuacéo estrutural.

Nos testes in vivo, o tratamento com o LQFM164 promoveu melhora funcional na
avaliacdo dos scores motor, com destaque para as doses de 2,5 e 5mg/kg. Morfologicamente,
observou-se uma reducdo significativa da area de infarto cerebral, dados que reforcam a

caracteristica de neurorreparo do composto.

Em suma, os resultados obtidos sustentam a hipdtese de que a modulacdo dos niveis
sinapticos de L-prolina pode atenuar danos causados pela isquemia. Diante disso, 0 LQFM164
se destaca como um candidato promissor a terapia de condigdes neuroldgicas, representando

uma alternativa inovadora que pode ir para o campo translacional.

Destaca-se que futuros estudos serdo necessarios para aprofundar as vias e mecanismos

moleculares envolvidos.
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