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Resumo 

Este trabalho investiga o papel da L-prolina e do transportador de prolina (PROT, 

Slc6a7) na modulação da neurotransmissão glutamatérgica e explora potenciais abordagens 

terapêuticas para doenças neurodegenerativas. Demonstramos que a L-prolina influencia o 

conteúdo de cálcio intracelular em sinaptossomas corticais e hipocampais de camundongos, 

observando aumento no conteúdo de cálcio intracelular em doses mais altas. Avaliamos 

também o impacto da L-prolina no comportamento motor e exploratório de camundongos, 

utilizando o teste do campo aberto. Verificamos que a L-prolina, em altas concentrações, 

reduz a mobilidade dos animais, mas não induz comportamentos ansiosos. Em contraste, 

concentrações mais baixas mostraram efeito estimulante, embora não significativo, sugerindo 

efeito dual dependente da concentração da L-prolina. Realizamos análises de expressão 

gênica e proteica para elucidar a distribuição e função do PROT no encéfalo. Descobrimos 

que o PROT é altamente expresso no córtex, estriado e hipocampo, indicando possível 

especialização regional em sua função. Além disso, investigamos a interação do PROT com 

inibidores potenciais, como o iPROT, LQFM215 e o LX6171, através de modelagem e 

docking molecular. Essas análises revelaram que ambos os inibidores se ligam eficazmente ao 

PROT, com implicações para a modulação da neurotransmissão glutamatérgica. Ao analisar 

os efeitos do inibidor do transportador de prolina (iPROT) em sinaptossomas, notamos que o 

iPROT mimetiza os efeitos da L-prolina, aumentando o conteúdo de cálcio intracelular. 

Investigamos também o impacto comportamental do iPROT, constatando reduções no 

comportamento motor e exploratório em camundongos, sem induzir comportamento do tipo 

ansioso. Por fim, avaliamos o potencial neuroprotetor do iPROT em um modelo animal de 

neurodegeneração induzido por injeção intrahipocampal de Aβ. O pré-tratamento com iPROT 

demonstrou preservar a memória e prevenir a perda de espinhas dendríticas, indicando 

potencial terapêutico significativo. A análise da expressão de proteínas chave na 

neurotransmissão glutamatérgica e da via do Fator Neurotrófico derivado do Encéfalo 

(BDNF) sugere um mecanismo de neuroproteção associado a essas vias. Este estudo fornece 

insights valiosos sobre a neurobiologia da L-prolina e do PROT, abrindo caminho para novas 

abordagens terapêuticas em neurodegeneração. 

 

Palavras-Chave: L-prolina; SLC6a7; PROT, iPROT, Neurodegeneração 
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Abstract 

This study investigates the role of L-proline and the proline transporter (PROT, 

Slc6a7) in modulating glutamatergic neurotransmission and explores potential therapeutic 

approaches for neurodegenerative diseases. We demonstrated that L-proline influences 

intracellular calcium content in cortical and hippocampal synaptosomes of mice, observing an 

increase in intracellular calcium content at higher doses. We also assessed the impact of L-

proline on motor and exploratory behavior in mice using the open field test. High 

concentrations of L-proline were found to reduce animal mobility without inducing anxious 

behaviors. In contrast, lower concentrations showed a stimulatory, though not significant, 

effect, suggesting a dual concentration-dependent effect of L-proline. We performed gene and 

protein expression analyses to elucidate the distribution and function of PROT in the brain. 

Our findings revealed that PROT is highly expressed in the cortex, striatum, and 

hippocampus, indicating possible regional specialization of its function. Furthermore, we 

investigated the interaction of PROT with potential inhibitors, such as iPROT, LQFM215, 

and LX6171, through modeling and molecular docking. These analyses revealed that both 

inhibitors bind effectively to PROT, with implications for modulating glutamatergic 

neurotransmission. Analyzing the effects of the proline transporter inhibitor (iPROT) in 

synaptosomes, we observed that iPROT mimics the effects of L-proline, increasing 

intracellular calcium content. We also explored the behavioral impact of iPROT, noting 

reductions in motor and exploratory behavior in mice without inducing anxiety-like behavior. 

Finally, we evaluated the neuroprotective potential of iPROT in an animal model of 

neurodegeneration induced by intrahippocampal Aβ injection. Pretreatment with iPROT 

demonstrated memory preservation and prevention of dendritic spine loss, indicating 

significant therapeutic potential. The analysis of key proteins involved in glutamatergic 

neurotransmission and the Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF) pathway suggests a 

neuroprotection mechanism associated with these pathways. This study provides valuable 

insights into the neurobiology of L-proline and PROT, paving the way for new therapeutic 

approaches in neurodegeneration. 

 

Keywords: L-proline; Slc6a7; PROT, iPROT, Neurodegeneration 
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1. Divulgação científica e popularização da ciência 

 

Neste estudo, identificamos que a L-prolina, além de sua função estrutural nas 

proteínas, atua como uma molécula moduladora dos níveis intracelulares de cálcio (Ca²⁺) no 

córtex e no hipocampo cerebral de camundongos. Verificamos que concentrações baixas de 

L-prolina diminuem os níveis de cálcio, enquanto concentrações mais elevadas os aumentam, 

um efeito dose-dependente com implicações relevantes para a comunicação neuronal. Esse 

comportamento sugere um papel regulador da L-prolina em processos neurológicos 

fundamentais e levanta hipóteses de sua participação em doenças neurológicas e 

neurodegenerativas, como acidente vascular cerebral (AVC) e Doença de Alzheimer (DA) 

respectivamente. 

Para explorar e tentar controlar esses mecanismos, utilizamos o composto iPROT, um 

protótipo que inibe um transportador neuronal de L-prolina (SLC6a7/PROT). Este inibidor 

demonstrou efeitos semelhantes aos da L-prolina, sugerindo seu potencial como ferramenta 

farmacológica para investigar vias relacionadas à L-prolina cerebrais. Verificamos o potencial 

neuroprotetor do iPROT em modelos de neurodegeneração. Testes em camundongos 

demonstraram que o pré-tratamento com iPROT melhorou significativamente a mobilidade e 

a memória em modelos que simulam doenças como a de Alzheimer. Além disso, o iPROT 

altera a expressão de proteínas associadas à neurotransmissão glutamatérgica e na via do fator 

neurotrófico derivado do encéfalo (BDNF), que são fundamentais para a neuroproteção e a 

memória. Esses resultados indicam que o iPROT pode ser um agente promissor no combate a 

doenças neurodegenerativas. 

Essas descobertas marcam um avanço significativo na neurociência e na compreensão 

da neurodegeneração. A influência da L-prolina e do iPROT na regulação do glutamato e nos 

níveis de cálcio no cérebro abre novas possibilidades para o tratamento de doenças cerebrais. 

Este trabalho também apresenta o transportador de prolina como um possível alvo para novos 

fármacos neuroprotetores. Especificamente, o potencial terapêutico deste alvo oferece 

esperança para o desenvolvimento de novas estratégias para enfrentar condições como a 

doença de Alzheimer. 
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2. Introdução 

2.1. A transmissão sináptica 

 

A comunicação celular no sistema nervoso central (SNC) é mediada por junções 

especializadas denominadas sinapses, que utilizam compostos chamados neurotransmissores 

como sinais químicos  (1, 2). Os neurotransmissores são liberados pelo neurônio pré-sináptico 

na fenda sináptica e interagem com receptores no neurônio pós-sináptico. Esta interação 

desencadeia uma mudança conformacional nos receptores, resultando em transdução de sinal 

intracelular ou na abertura de canais iônicos, permitindo o transporte de íons (3). A 

transmissão sináptica ocorre quando os neurotransmissores ativam o neurônio pós-sináptico, 

gerando um potencial de ação pós-sináptico, que pode ser inibitório ou excitatório, 

dependendo do tipo de receptor (3). A natureza dessa resposta está relacionada ao potencial de 

membrana das células, sendo que o citoplasma é geralmente mais eletronegativo em 

comparação com o meio extracelular (3) (Figura 1). 

A ativação de receptores pós-sinápticos permeáveis a cátions, como sódio (Na⁺) e 

cálcio (Ca²⁺), geralmente resulta em um potencial excitatório pós-sináptico (PEP), devido ao 

influxo desses íons positivos que despolarizam a membrana. Por outro lado, a ativação de 

receptores permeáveis a ânions, como o cloreto (Cl⁻), provoca um potencial inibitório pós-

sináptico (PIP), associado ao influxo de íons negativos ou ao efluxo de cátions, o que 

contribui para a hiperpolarização ou estabilização da membrana em um potencial mais 

negativo (3). No SNC, o glutamato é o principal neurotransmissor excitatório, enquanto o 

ácido γ-aminobutírico (GABA) é o principal inibitório. O controle da concentração desses 

neurotransmissores na fenda sináptica depende da sua liberação (dependente do potencial de 

ação), podendo se difundir para longe da fenda sináptica, ser degradado via enzimas ou 

recaptados via proteínas transportadoras. Estas proteínas transportadoras geralmente operam 

por meio de cotransporte ou contratransporte de íons, utilizando a força do gradiente 

eletroquímico para capturar os neurotransmissores, frequentemente associadas ao cotransporte 

de sódio/cloreto ou ao contratransporte de potássio (3). 
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Figura 1. Representação de uma sinapse padrão. O processo começa com a síntese e o 

armazenamento de neurotransmissores em vesículas no neurônio pré-sináptico (1). O potencial de 

ação percorre o neurônio pré-sináptico (2) e promove a abertura de canais para cálcio dependentes de 

voltagem, permitindo o influxo de íons cálcio (Ca²⁺) (3). Esse influxo induz a fusão das vesículas com 

a membrana pré-sináptica, levando à exocitose dos neurotransmissores na fenda sináptica (4). Os 

neurotransmissores se ligam aos receptores na membrana pós-sináptica, causando a abertura ou 

fechamento de canais iônicos (5), o que gera potenciais pós-sinápticos excitatórios ou inibitórios (6). 

Em seguida, os neurotransmissores são recaptados ou degradados por enzimas presentes na fenda e 

nos astrócitos (7), e a membrana vesicular é recuperada no neurônio pré-sináptico (8). Autoria própria 

(Biorender). 

 

As sinapses em sua maioria compreendem esta via clássica de funcionamento, 

transmitindo informação do neurônio pré para o neurônio pós-sináptico, porém existe também 

uma comunicação retrógrada como no caso do sistema endocanabinóide. O sistema 

endocanabinoide desempenha um papel crucial na modulação da função sináptica por meio de 

um processo conhecido como sinalização retrógrada. A sinalização retrógrada envolve a 

liberação de endocanabinoides (eCBs) como a anandamida (AEA) dos neurônios pós-

sinápticos em resposta ao aumento da atividade neuronal. Esses endocanabinoides então são 

transportados através da sinapse para se ligar aos receptores canabinoides localizados nos 
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terminais pré-sinápticos (CB1 e CB2) (4). Essa ligação leva à supressão da liberação de 

neurotransmissores, regulando efetivamente a transmissão sináptica. Podem mediar formas de 

plasticidade de curto e longo prazo em sinapses excitatórias e inibitórias. Ao modular a 

liberação de neurotransmissores, os endocanabinoides podem influenciar a força sináptica e a 

plasticidade, impactando a função geral dos circuitos neurais (4).  

O sistema nitrinérgico de neurotransmissão é caracterizado pela sinalização mediada 

pelo óxido nítrico (NO), uma molécula gasosa sintetizada principalmente pela enzima óxido 

nítrico sintase neuronal (nNOS) nos neurônios. O NO atua como um mensageiro retrógrado 

em várias sinapses, difundindo-se livremente pela membrana celular para alcançar os 

terminais pré-sinápticos e outras células-alvo (5, 6). Ele regula a liberação de 

neurotransmissores e influencia processos como a plasticidade sináptica, incluindo a 

potenciação de longo prazo (LTP) e a depressão de longo prazo (LTD). Além disso, o NO 

ativa a guanilato ciclase solúvel, aumentando os níveis de GMP cíclico (cGMP), o que 

desencadeia uma cascata de sinalização intracelular crucial para a modulação de circuitos 

neurais (6, 7). Este sistema desempenha papéis importantes na neuroproteção, 

neurotoxicidade e regulação do fluxo sanguíneo cerebral, mostrando sua relevância tanto na 

fisiologia quanto na patologia do sistema nervoso. 

A comunicação celular no SNC é um processo altamente complexo e dinâmico, 

fundamental para a integração e processamento de informações. A sinapse, como unidade 

funcional, desempenha um papel central na transmissão de sinais químicos por meio de 

neurotransmissores que ativam receptores pós-sinápticos, modulando respostas excitatórias ou 

inibitórias. Além disso, mecanismos alternativos, como a sinalização retrógrada do sistema 

endocanabinoide, destacam a flexibilidade e a sofisticação do controle sináptico, 

influenciando a plasticidade e a modulação dos circuitos neurais. Assim, a compreensão 

detalhada dessas interações contribui para elucidar não apenas os fundamentos do 

funcionamento neural, mas também potenciais alvos terapêuticos em enfermidades 

neurológicas e psiquiátricas. 

 

2.2. Metabolismo da L-prolina 

 

A L-prolina (C5H9NO2) é classificada como um aminoácido não essencial, distinto por 

possuir uma pirrolidina em sua estrutura, em vez de uma amina primária. Esta característica 

única confere à L-prolina uma cadeia lateral que se conecta a subunidade C terminal da cadeia 

lateral com a subunidade alfa-amino. Como um aminoácido derivado cíclico do glutamato, a 
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L-prolina desempenha um papel importante na constituição do colágeno, essencial para as 

articulações e a matriz extracelular. Além disso, sua presença é notável no SNC, onde 

desempenha funções estruturais e de sinalização celular (8).  

A síntese da L-prolina ocorre tanto no interior quanto no exterior das mitocôndrias. 

Dentro da mitocôndria, o α-cetoglutarato, um intermediário do ciclo de Krebs, é transformado 

em glutamato. Este, por sua vez, é convertido em γ-semialdeído glutâmico pela ação da 

enzima 1-pirrolina-5-carboxilato sintase (P5C sintase). O γ-semialdeído glutâmico sofre uma 

ciclização espontânea formando o 1-pirrolina-5-carboxilato (P5C), que é posteriormente 

transportado para o citosol. No citosol, o P5C é convertido em L-prolina pela ação da enzima 

P5C redutase (Figura 2) (9). 

Quanto à degradação da L-prolina, ela começa com a captação do aminoácido pelas 

mitocôndrias, onde é oxidado a P5C pela enzima P5C oxidase. O P5C é então convertido de 

volta a γ-semialdeído glutâmico, que é submetido a uma reação de desidrogenação pela 

enzima P5C desidrogenase, resultando novamente em glutamato. Este glutamato pode ser 

convertido em α-cetoglutarato, reintegrando-se ao ciclo de Krebs como um intermediário 

metabólico. Além disso, existe uma via alternativa de síntese da prolina no ciclo da ureia. 

Nessa via, a ornitina, presente no interior da mitocôndria, é convertida em γ-semialdeído 

glutâmico pela ação da enzima ornitina aminotransferase, retomando a via metabólica clássica 

para a formação de L-prolina (Figura 2) (9). 
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Figura 2. Síntese e degradação da L-prolina. As etapas de síntese e degradação da prolina possuem 

etapas que ocorrem dentro e fora da mitocôndria. P5C – ácido 1-pirrolina-5-carboxílico; CoQ – 

coenzima Q; CytC – citocromo C; KA – α-cetoácido; AA – aminoácido (Próprio autor). 

 

Distúrbios inatos relacionados ao metabolismo da L-prolina incluem formas de 

hiperprolinemia, uma doença autossômica recessiva caracterizada por deficiências na 

degradação da L-prolina em humanos. A hiperprolinemia pode ser dividida em dois tipos 

principais. O Tipo I é causado por uma disfunção na enzima prolina desidrogenase (PRODH), 

localizada predominantemente no fígado. Já o Tipo II resulta de uma deficiência na enzima 

ácido 1-pirrolina-5-carboxilato desidrogenase (P5C desidrogenase) (10). Ambas as formas da 

doença estão associadas a uma variedade de sintomas cognitivos e neurológicos, incluindo 

hiperatividade, amnésia, epilepsia e surdez. Além disso, há evidências que relacionam a 

hiperprolinemia com a esquizofrenia, indicando um papel para a L-prolina durante o 

neurodesenvolvimento  (11). 
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Estudos em modelos animais (roedores) também têm demonstrado que alterações no 

metabolismo da L-prolina podem afetar a função cognitiva. Observações incluem déficits na 

memória de curto prazo, evidenciados em testes comportamentais como o labirinto em T. 

Igualmente, em tarefas de aprendizagem aversiva e no teste do labirinto aquático de Morris, 

foram identificados prejuízos na memória, sugerindo um impacto abrangente do metabolismo 

da L-prolina em várias funções cognitivas  (12-14). 

 

2.3. A via da L-prolina no encéfalo 

 

Os neurotransmissores são compostos endógenos essenciais para a comunicação 

neuronal. O SNC abriga uma diversidade de neurotransmissores, entre eles o L-glutamato e a 

L-glicina, amplamente reconhecidos na literatura científica (15, 16). Adicionalmente, há 

evidências históricas de que outros aminoácidos e seus metabólitos também modulam a 

transmissão sináptica no SNC (17-20).  

A função específica de aminoácidos não-essenciais como a L-prolina no SNC ainda é 

pouco compreendida. Contudo, a L-prolina apresenta várias características que poderiam 

classificá-la como um neurotransmissor. Sua distribuição heterogênea no cérebro foi 

observada por Takemoto e colaboradores (2006), em regiões como córtex, hipocampo, 

amígdala e hipotálamo de ratos. Além disso, estudos com 3H-prolina (prolina marcada com 

radioativo) mostram uma distribuição em diferentes regiões no cérebro quando injetada no 

córtex  (21, 22). Em um estudo de 1988, foi sugerido que altas doses de L-prolina injetadas no 

hipocampo de camundongos poderiam causar lesões semelhantes às provocadas pela injeção 

de doses tóxicas de L-glutamato na mesma região, sugerindo que a L-prolina poderia induzir 

atividade neurodegenerativa ao despolarizar células (23). 

Os níveis de L-prolina foram analisados no córtex pré-frontal, estriado, hipocampo e 

cerebelo de camundongos C57BL/6, no trabalho de Pinto e colaboradores (2014) revelando 

concentrações mais elevadas desse aminoácido no hipocampo e no cerebelo em comparação 

ao soro (24). Além disso, foram observadas diferenças entre gênero: fêmeas apresentaram 

níveis mais altos de prolina no hipocampo, enquanto machos exibiram concentrações 

superiores no cerebelo. Uma análise fatorial exploratória agrupou a prolina com aminoácidos 

excitatórios, como glutamato e aspartato, indicando seu papel na neurotransmissão excitatória 

e sua influência moduladora específica em diferentes regiões encefálicas. Esses achados 

reforçam a relevância da prolina em áreas críticas para memória, aprendizado e coordenação 

motora. Complementando esses dados, estudos autorradiográficos de Nadler e colegas (1992) 
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demonstraram que a captação de prolina é mais intensa em regiões hipocampais com alta 

densidade de neurônios glutamatérgicos, como as zonas interna e externa da camada 

molecular do giro denteado e o estrato lacunosum-moleculare da região CA3 (25). Essa 

distribuição evidencia que a L-prolina está intimamente associada a subgrupos específicos de 

vias glutamatérgicas hipocampais, especialmente aquelas ligadas ao circuito pré-frontal, 

reforçando seu papel como um modulador crucial no equilíbrio da neurotransmissão 

excitatória (Figura 3). 

 

Figura 3. Distribuição neuroanatômica da L-Prolina no encéfalo. À esquerda, representação dos 

neurônios piramidais da camada V no córtex cerebral, conhecidos por seu papel na sinalização 

excitatória. À direita, o diagrama destaca as vias glutamatérgicas que se originam no hipocampo e 

projetam em direção ao córtex pré-frontal, sugerindo o papel da L-Prolina na modulação das conexões 

entre essas regiões, especialmente em vias associadas à transmissão glutamatérgica (Autoria própria - 

Biorender). 

 

Um estudo realizado por Snyder e colaboradores (1973) também fornece ideias 

importantes. Eles descobriram que a estimulação de fatias de córtex e medula espinal ex vivo 

com K+ resulta na liberação de prolina marcada com radioativo (detecção), um processo 

dependente de Ca2+. Essa dependência do Ca2+ sugere um papel potencial da L-prolina como 

neurotransmissor  (19). Em sinaptossomas de córtex, também foi observada a liberação de L-

prolina dependente de Ca2+ (26). 
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Embora a L-prolina não esteja associada a um receptor específico no SNC, estudos 

sugerem que ela exerce uma função neuromoduladora  (27). Pesquisas indicam que, em altas 

concentrações, a L-prolina é capaz de ativar receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), ácido 

α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiônico (AMPA) e cainato (CA), com evidências de 

ativação de receptores NMDA sob condições fisiológicas em roedores (28-30). 

A neurotransmissão inclui mecanismos para encerrar a sinalização, como a rápida 

recaptação dos neurotransmissores por transportadores dependentes de Na+. Estudos 

identificaram um transportador de alta afinidade dependente de Na+ para a L-prolina (PROT) 

no SNC (17, 31, 32). Pesquisas recentes têm explorado o papel deste transportador em 

camundongos knockout para PROT, focando em seu comportamento (33) e no 

desenvolvimento de inibidores direcionados a distúrbios cognitivos, neurológicos e 

psiquiátricos (34-37). 

Em resumo, a distribuição da L-prolina e de proteínas relacionadas à prolina destaca 

sua importância em diferentes regiões do encéfalo. No entanto, há uma carência de estudos na 

literatura científica que abordem a sua distribuição neuroanatômica. 

 

2.4. O transportador de prolina (PROT/SLC6A7) 

 

O PROT/SLC6a7 é um transportador da grande família dos carreadores de soluto Slc6, 

está no mesmo grupo evolutivo do transportador de glicina do tipo 1 (GlyT1/SLCa9) e do tipo 

2 (GlyT2/SLC6a5) e do transportador de aminoácidos neutros e básicos (ATB0+/SLC6a14). 

Outros transportadores como o transportador de aminoácidos neutros (NTT4/SLC6a17) e o 

IMINO (SLC6a20), também transportam a L-prolina, porém o PROT é específico do SNC 

(Figura 4) (38). 
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Figura 4. Localização genômica, características estruturais e afinidade funcional dos 

transportadores de L-prolina na família SLC6 SLC6a7 (PROT), SLC6a17 (NTT4) e SLC6a20 

(IMINO). Os genes estão localizados nos cromossomos 5 (SLC6a7), 1 (SLC6a17) e 3 (SLC6a20), 

com tamanhos de 32 kb, 51 kb e 41 kb, respectivamente. A matriz de identidade de sequência revela 

similaridades de 36,85% entre SLC6a7 e SLC6a17, 38,24% entre SLC6a7 e SLC6a20 e 43,15% entre 

SLC6a17 e SLC6a20. As estruturas tridimensionais dos transportadores, mostradas na membrana 

plasmática, ilustram características funcionais distintas: SLC6a7 transporta L-prolina com uma 

afinidade de Km = 6,2 µM na presença de Cl⁻ e Na⁺, enquanto SLC6a20 tem uma afinidade de Km = 

156,8 µM para L-prolina e Km = 19,7 µM para glicina. A afinidade de SLC6a17 para L-prolina 

permanece indeterminada (Informações obtidas através dos bancos de dados Uniprot e GeneCards). 

 

A expressão de PROT ainda não é totalmente elucidada, porém trabalhos apontam 

para regiões como o hipocampo, córtex, estriado, hipotálamo, amígdala, tálamo e núcleo 

subtalâmico (27, 39). Nessas regiões o PROT está presente em sua maioria nos terminais 

sinápticos, mas também em pequenas vesículas sinápticas e majoritariamente em vias 

glutamatérgicas (17, 25, 32, 39). De acordo com o Human Protein Atlas, o PROT é 

enriquecido em neurônios, e possui especificidade aumentada em tecido cerebral (40, 41). A 
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especificidade no encéfalo humano e de camundongos é baixa. Sua distribuição é ampla, 

sendo detectada em todas as regiões cerebrais de ambas as espécies. (Figura 5). 

 

 

 

Figura 5. Distribuição neuroanatômica do gene SLC6A7 em cérebros humanos e de 

camundongos. Distribuição da proteína da família de transportadores de solutos, SLC6A7, no 

encéfalo de humanos (esquerda) e camundongos (direita). As figuras representam o padrão de 

expressão da proteína, com áreas coloridas indicando as regiões onde este gene foi detectado. O 

SLC6A7 é predominantemente expresso em regiões associadas a funções sinápticas e neuronais. A 

intensidade da coloração reflete a presença do gene, com tons mais escuros indicando níveis mais altos 

de expressão. Autoria própria (Biorender) Fonte: Human Protein Atlas. 

 

Quanto à função de PROT, estudos apontam para uma regulação dependente de Ca2+ e 

de proteínas quinase dependentes de Ca2+, como no trabalho de Jayanthi e colaboradores 

(2000), onde foi reportado que o Ca2+ atua como um ativador agudo de PROT, sugerindo que 

não esteja apenas responsável pela liberação de neurotransmissores, mas também de sua 

rápida remoção da fenda sináptica (42). Por outro lado, observou-se que o Ca2+ atua 

indiretamente e mais lentamente inibindo a atividade de PROT através de proteínas quinase 

dependentes de cálcio, talvez durante uma modulação de longo prazo da transmissão sináptica 

(42). 

Estudos com camundongos knockout para PROT tem trazido novas evidências quanto 

a sua função. Shulz e colaboradores (2018) demonstraram que camundongos PROT-KO 

exibem redução da atividade locomotora, redução da motivação e prejuízo na extinção da 

memória, assim como alterações na bioquímica de sinapses glutamatérgicas principalmente 

no córtex e tálamo (33). Em consonância, outros trabalhos apontam que mutações em PROT e 

alterações na expressão de Slc6a7 estão relacionadas com fenótipos de autismo, assim como 
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esquizofrenia (43-45), e microdeleções na região de expressão de Slc6a7 estão associadas à 

prejuízos intelectuais em humanos (46). 

Outra estratégia para o estudo da função de PROT é utilizá-lo como alvo 

farmacológico. O desenvolvimento de novos inibidores para esse transportador tem se 

mostrado promissor. Yu e colaboradores (2009) desenvolveram um novo composto capaz de 

inibir PROT sendo testada em células HEK293 e COS-1. O interessante é que a inibição se 

mostrou específica para PROT e não possuía inibição significativa de GlyT1 ou transportador 

de dopamina (DAT) acima de 10 µM (36). Outro inibidor, o composto 57, desenvolvido por 

Zipp e colaboradores (2014), inibiu PROT com uma IC50 de 27 nM (37).  

Recentemente nosso grupo demonstrou em dois trabalhos distintos que o composto 

LQFM215 foi capaz de inibir PROT protegendo o SNC em um modelo de isquemia cerebral 

focal, sem causar prejuízos na memória de camundongos (34). Em um modelo agudo de 

psicose, foi capaz de preservar a interação social de camundongos tratados com cetamina e 

melhorar parâmetros do teste de inibição de pré-pulso (IPP), teste padrão ouro para os 

modelos de esquizofrenia (35). 

Em resumo, os dados apoiam para um papel da L-prolina como neuromodulador no 

SNC. Além disso, o padrão de expressão em células neuronais glutamatérgicas sugere que o 

PROT não representa um transportador ubíquo que tenha uma função geral, mas apoia um 

papel específico para a L-prolina e o seu transportador na neurotransmissão, particularmente 

em sinapses glutamatérgicas. 

 

2.5. A neurotransmissão glutamatérgica 

 

Atualmente, os receptores de glutamato podem ser agrupados em dois grandes grupos, 

os receptores de glutamato metabotrópicos (mGluRs) que estão acoplados a proteínas G e os 

receptores de glutamato ionotrópicos (iGluRs) que são canais iônicos. Os iGluRs são 

subdivididos em AMPA (GluA1-4), NMDA (GluN1, GluN2A-D, GluN3A-B) e cainato 

(GluK1-5), além das subunidades GluD1 e GluD2 ou também denominados receptores δ. Os 

receptores AMPA são tetrâmeros, os NDMA são complexos heterométricos e os receptores de 

cainato são dímeros (47). Como mencionado anteriormente, algumas evidências corroboram 

com a hipótese de que a L-prolina é capaz de modular sinapses excitatórias, ativando 

diretamente os receptores ionotrópicos NMDA, AMPA e cainato em altas concentrações (29, 

30, 48), assim como também altera a expressão desses receptores em animais knockout para 

PROT (33).  
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A transmissão sináptica facilitada pelos iGluRs ocorre de maneira veloz, dado que 

implica a movimentação de íons como Na+ e Ca2+, principalmente. Esse processo tem um 

impacto direto nas propriedades eletroquímicas da membrana pós-sináptica. Por outro lado, os 

mGluRs, estão ligados a proteínas G, desencadeando respostas intracelulares por meio da 

ativação de segundos mensageiros. Como resultado desse mecanismo, observam-se respostas 

pós-sinápticas mais lentas em comparação com os receptores ionotrópicos (47). 

O NMDAR sináptico, principal receptor glutamatérgico do SNC, desempenha um 

papel iportante na potencialização a longo prazo (LTP). Esse processo, que requer a ativação 

da subunidade GluN2A (associada a vias de sobrevivência celular), aumenta a potência e a 

eficácia das sinapses após estímulos frequentes e intensos, facilitando a transmissão de sinais 

entre os neurônios. Esse fenômeno está estreitamente relacionado ao processo de aprendizado 

e à formação de memórias, enquanto a depressão a longo prazo (LTD) requer a ativação da 

subunidade GluN2B (associada a vias de morte celular), na qual as sinapses perdem eficácia 

após uma atividade neuronal de baixa frequência. Essa redução na eficiência sináptica 

também desempenha uma função vital no processo de aprendizagem e memória, pois 

possibilita a eliminação de associações antigas ou irrelevantes. Isso contribui para a 

flexibilidade e adaptação do cérebro a novos contextos e informações. Portanto o controle da 

ativação de NMDAR é determinante para manutenção da função neuronal e adaptabilidade 

cerebral (49, 50). 

 

2.6. Demência, Neurodegeneração e Doença de Alzheimer 

 

A demência é definida como a perda adquirida e crônica de duas ou mais habilidades 

cognitivas, frequentemente causada por doenças neurodegenerativas ou lesões cerebrais. 

Essas habilidades incluem funções importantes como memória, atenção, linguagem, 

raciocínio lógico, planejamento e controle executivo. O impacto translacional dessa perda vai 

além do comprometimento funcional individual, afetando diretamente a capacidade do 

paciente de realizar atividades cotidianas, interagir socialmente e manter sua autonomia. Essa 

definição, amplamente utilizada na prática clínica por décadas, reflete não apenas a relevância 

das funções cognitivas na qualidade de vida, mas também orienta abordagens diagnósticas e 

terapêuticas para o manejo de condições neuropsiquiátricas e neurodegenerativas. O tipo de 

demência mais frequente no mundo é a Doença de Alzheimer (DA) (51). A apresentação 

clínica mais comum da Doença de Alzheimer é de início lento e perda de memória 

progressiva gradual, tipicamente com incapacidade de aprender novas informações e, 
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particularmente, informações autobiográficas, como eventos recentes na vida da pessoa, 

caracterizando essa doença como uma doença neurodegenerativa (51). 

A neurodegeneração, ou mais especificamente os distúrbios neurodegenerativos, são 

condições complexas que afetam primariamente os neurônios do SNC, resultando na perda 

progressiva de tecido neural devido à morte neuronal. Intensos estudos têm sido realizados 

para entender doenças neurodegenerativas fatais, com a DA, sendo essa a mais comum (52). 

Essas doenças surgem de múltiplos fatores, incluindo dinâmicas anormais de proteínas, 

defeitos na degradação e agregação proteica, estresse oxidativo e disfunção no metabolismo 

energético mitocondrial  (53). 

A Doença de Alzheimer (DA), que representa aproximadamente 60-80% dos casos de 

demência, afeta cerca de 10% das pessoas acima de 65 anos, com projeções indicando que até 

107 milhões de indivíduos poderão ser impactados até 2050 (54, 55). Histologicamente, a DA 

é caracterizada pelo acúmulo de placas senis formadas por depósitos extracelulares de β-

amiloide (Aβ), que resultam do processamento anormal da proteína precursora amiloide 

(APP). Essas placas contribuem para a disfunção sináptica, neurotoxicidade e inflamação no 

tecido cerebral. No ambiente intracelular, a doença é marcada pela presença de emaranhados 

neurofibrilares compostos de proteína TAU hiperfosforilada, que desestabilizam os 

microtúbulos, comprometendo o transporte axonal e promovendo a degeneração neuronal. 

Essas alterações moleculares estão associadas a processos inflamatórios, gliose reativa e 

ativação da microglia, além de estresse oxidativo e disfunção mitocondrial, que contribuem 

para a perda progressiva de sinapses e morte neuronal. Tais mudanças estruturais e funcionais 

culminam na atrofia cerebral, especialmente em regiões como o hipocampo e o córtex 

cerebral, resultando nos déficits cognitivos e comportamentais característicos da doença 

(Figura 6). A doença progride de deficiências iniciais de memória para danos corticais 

generalizados que impactam significativamente a vida diária (56-58). 

No cérebro saudável, a proteína TAU estabiliza os microtúbulos, essenciais para o 

transporte axonal, garantindo a integridade estrutural e funcional dos neurônios. Na DA, a 

hiperfosforilação da TAU provoca a formação de emaranhados neurofibrilares, que 

desestabilizam os microtúbulos, levando à disfunção axonal e, eventualmente, à degeneração 

neuronal (59, 60). Paralelamente, a clivagem anormal da proteína precursora amiloide (APP) 

pela β-secretase e γ-secretase resulta no acúmulo de peptídeos β-amilóide (Aβ) no espaço 

extracelular, formando placas amiloides. Esse processo pode ser exacerbado por mutações na 

APP ou nos genes que codificam as presenilinas (PSEN1/PSEN2), que aumentam a atividade 

da γ-secretase, contribuindo para a deposição excessiva de Aβ (59, 60). Essas alterações 
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histopatológicas, combinadas, desencadeiam inflamação, gliose reativa e disfunção sináptica, 

culminando na progressiva neurodegeneração observada na DA (Figura 6). 

 

Figura 6. Alterações patológicas na doença de Alzheimer. Na parte superior (a), observa-se um 

cérebro saudável, com a proteína tau estabilizando os microtúbulos e mantendo a integridade estrutural 

dos neurônios. Na parte inferior (b), um cérebro com Alzheimer exibe emaranhados neurofibrilares de 
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proteína tau e microtúbulos desestabilizados, resultando em degeneração neuronal. Abaixo, uma 

comparação entre a clivagem normal e anormal da proteína precursora amiloide (APP) demonstra 

como mutações nas enzimas β-secretase e γ-secretase aumentam a formação do peptídeo Aβ, levando 

ao acúmulo de placas amiloides, uma característica marcante da patologia da doença. Autoria própria 

(Biorender). 

 

Um fenômeno comum em doenças neurodegenerativas é a excitotoxicidade, 

relacionada à hiperatividade sináptica do glutamato. Este fenômeno leva a um influxo 

excessivo de Ca2+ nas células, causando danos ao DNA, disfunção mitocondrial e produção de 

espécies reativas de oxigênio (EROs). A excitotoxicidade também promove a degeneração 

dendrítica e ativação de vias apoptóticas, culminando na morte neuronal (61). A modulação 

da neurotransmissão glutamatérgica, portanto, é um alvo promissor na busca por novas 

terapias para a DA, visto que os tratamentos atuais não impedem a progressão da doença. 

O diagnóstico da DA envolve uma avaliação abrangente que inclui um histórico 

médico detalhado para avaliar mudanças cognitivas, dificuldades funcionais e sintomas 

comportamentais, assim como testes neuropsicológicos para avaliar domínios cognitivos, 

como memória e função executiva (51). Técnicas de neuroimagem, como ressonância 

magnética (RM) ou tomografia computadorizada (TC), ajudam a identificar mudanças 

estruturais no cérebro indicativas de DA. Biomarcadores também podem ser considerados em 

casos atípicos ou quando a certeza diagnóstica é baixa (51).  

O tratamento principal para a doença de Alzheimer (DA) inclui abordagens não 

farmacológicas e farmacológicas. As intervenções não farmacológicas concentram-se no 

engajamento cognitivo por meio de atividades como leitura, exercícios físicos como 

caminhada e socialização para promover o bem-estar geral (51). As opções farmacológicas 

para o manejo da DA são um desafio já que não interrompem o progresso da doença e 

envolvem inibidores da acetilcolinesterase, como donepezil, para demência discreta a grave, e 

memantina para casos moderados a graves, com a rivastigmina aprovada para a demência 

associada à doença de Parkinson (51). Novas perspectivas no tratamento da DA envolvem 

pesquisas contínuas em terapias modificadoras da doença, que visam as patologias de 

amiloide e tau, bem como a exploração de intervenções potenciais para abordar a 

neuroinflamação, disfunção sináptica e fatores vasculares que contribuem para o declínio 

cognitivo. 

Os modelos murinos são amplamente utilizados para estudar a DA, especialmente 

devido à sua capacidade de replicar aspectos fundamentais da patologia humana. Entre os 
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mais populares estão os modelos transgênicos, como o APP/PS1, que combinam mutações na 

proteína precursora do amiloide (APP) e na presenilina-1 (PS1). Esses camundongos 

apresentam o acúmulo progressivo de placas de β-amiloide no cérebro, disfunção sináptica e 

déficits de memória, mimetizando características iniciais da DA (62). Outro modelo 

amplamente utilizado é o 3xTg-AD, que incorpora mutações em APP, PS1 e tau, permitindo o 

estudo simultâneo das placas amiloides e dos emaranhados neurofibrilares. Esses modelos são 

particularmente úteis para investigar os mecanismos patogênicos e testar potenciais terapias 

direcionadas ao β-amiloide e à tau (62). 

Além dos modelos transgênicos, camundongos submetidos à injeção intracerebral de 

oligômeros de β-amiloide ou estreptozotocina têm sido amplamente usados como alternativas 

para simular aspectos específicos da DA (62, 63). A injeção de β-amiloide permite estudar os 

efeitos tóxicos agudos da proteína em agregação, como déficits cognitivos e disfunção 

sináptica. Já a injeção de estreptozotocina no sistema nervoso central induz alterações 

metabólicas associadas à resistência à insulina cerebral, um dos mecanismos implicados na 

DA esporádica (63). Esses modelos não genéticos são valiosos para investigar aspectos 

diferentes da doença e testar abordagens terapêuticas mais amplas, complementando os 

modelos transgênicos. 

Recentemente, há um interesse crescente no desenvolvimento de estratégias para 

modulação da neurotransmissão glutamatérgica. Isso inclui a inibição de transportadores de 

glicina do tipo 1 (GlyT1), visando elucidar mecanismos de neuroproteção e adaptação 

cerebral em modelos de isquemia cerebral, como demonstrado por Pinto e colaboradores 

(2015) (64-66). Além disso, novos compostos como a Bitopertina e a Iclepertina (inibidores 

dos transportadores de glicina do tipo 1 – GlyT1) estão sendo explorados em modelos de 

doenças psiquiátricas (67-69). 

 

3. Justificativa 

A comunicação celular no SNC é essencial para as funções cognitivas e motoras e é 

mediada por sinapses complexas, onde aminoácidos como a L-prolina desempenham um 

papel relevante. Esta dinâmica metabólica, aliada à sua presença significativa no SNC, sugere 

um papel importante da L-prolina na saúde cerebral e na modulação sináptica, principalmente 

em vias excitatórias. 



 
 

36 
 

Além de seu papel estrutural, a L-prolina pode atuar como modulador na transmissão 

sináptica. Evidências indicam que ela pode influenciar sinapses excitatórias, possivelmente 

interagindo com receptores de glutamato. O transportador de L-prolina (PROT/Slc6a7), um 

componente especializado da família dos carreadores de soluto Slc6, está associado a 

regulação dos níveis de L-prolina no cérebro. Sua expressão diversificada em regiões 

cerebrais e presença em terminais sinápticos glutamatérgicos ressaltam a importância de 

PROT na regulação dessa neurotransmissão. 

Fundamental na função cerebral, o sistema glutamatérgico representa uma transmissão 

sináptica rápida e eficiente através de receptores cainato, AMPA e NMDA. A L-prolina, em 

altas concentrações, pode influenciar a excitabilidade sináptica e a plasticidade neuronal por 

meio da interação com esses receptores. Este mecanismo potencialmente abre caminho para 

uma compreensão mais profunda das dinâmicas sinápticas e o desenvolvimento de novas 

estratégias terapêuticas, especialmente em relação a distúrbios neurodegenerativos. 

Dentre os distúrbios neurodegenerativos, a doença de Alzheimer se destaca pelo seu 

impacto devastador. Caracterizada por um declínio progressivo das funções neuronais, está 

frequentemente associada a alterações no metabolismo proteico e estresse oxidativo. Neste 

contexto, a modulação da L-prolina e a inibição de seu transportador surgem como alvos 

promissores de pesquisa. Entender como esses mecanismos afetam a neurodegeneração pode 

revelar novas abordagens terapêuticas, potencialmente alterando o curso de doenças como a 

de Alzheimer e outras condições neurodegenerativas. 

 

4. Objetivo 

4.1. Objetivo geral 

 

Investigar o papel da L-prolina no SNC e o potencial efeito neuroprotetor da inibição 

farmacológica do transportador de L-prolina (PROT/SLC6A7) em um modelo experimental 

de Doença de Alzheimer. 

 

4.2. Objetivos específicos 

 

• Investigar o efeito da L-prolina no conteúdo de Ca2+ intracelular em sinaptossomas; 
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• Estudar o impacto da L-prolina no comportamento motor e exploratório em 

camundongos; 

• Avaliar a distribuição do transportador de prolina PROT (Slc6a7) no cérebro; 

• Avaliar o potencial do PROT como alvo farmacológico in silico; 

• Examinar o efeito do inibidor do transportador de prolina (iPROT) no conteúdo de Ca2+ 

intracelular em sinaptossomas; 

• Avaliar o efeito comportamental do iPROT no comportamento motor e exploratório em 

camundongos; 

• Investigar o potencial neuroprotetor do iPROT em modelo animal da DA; 

• Estudar o efeito do iPROT na expressão de proteínas da neurotransmissão glutamatérgica 

e da via do BDNF; 

 

5. Metodologia 

5.1. Análises in sílico 

5.1.1. Modelagem molecular, otimização e busca por sítio de ligação do PROT 

 

Primeiramente consultamos a sequência FASTA do PROT através da busca do gene 

Slc6a7 no banco de dados Uniprot (Q99884) (70). Submetemos a sequência FASTA no 

servidor de modelagem molecular SwissModel, e realizamos em um primeiro passo a busca 

por templates, onde utilizamos o critério de seleção por GMQE (Global Model Quality 

Estimate), porcentagem de identidade (≥ 25%) e método de resolução da estrutura (71). Após 

a busca pelos moldes, construímos o modelo e baixamos a estrutura 3D da proteína no 

formato .pdb. 

A busca pelo sítio de ligação foi realizada no servidor PrankWeb, onde submetemos a 

estrutura otimizada e localizamos os bolsos de interação, bem como as coordenadas X, Y, Z e 

os resíduos de aminoácidos do sítio de ligação, essa plataforma realiza um ranqueamento dos 

sítios mais prováveis (72-74). 

 

5.1.2. Molecular Docking  
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A docagem molecular (molecular docking) foi realizada utilizando o software GOLD. 

A estrutura do PROT após a otimização foi preparada quanto ao estado de protonação (pH: 

7.4), campo de força OPLS4, e remoção de moléculas de água, utilizando o software Maestro 

(75). O ligante iPROT e o LQFM215 foram desenhados com o auxílio da ferramenta Marvin 

e o ligante LX6171 foi baixado do banco de dados PubChem (CID: 15950717), ambos salvos 

no formato .sdf e preparados quanto ao estado de protonação, campo de força OPLS4 

utilizando o plugin Epik do software Maestro (76). As estruturas da proteína e dos ligantes 

foram submetidos servidor DockThor, as dimensões da caixa de docking foram definidas em 

20x20x20 e as coordenadas X, Y, Z foram definidas com base nas informações do PrankWeb 

(4,089; 4,802; -3,006; respectivamente), utilizando um tipo de docking flexível. Os resultados 

foram avaliados com base nos scores de energia de ligação fornecidas pelo servidor (54, 77, 

78). 

 

5.2. Análises bioquímicas e de biologia molecular 

5.2.1. Reação em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real 

 

A análise da expressão gênica do PROT foi realizada por PCR em tempo real com os 

seguintes genes selecionados para camundongos (Tabela 1). O RNA total foi preparado a 

partir dos tecidos córtex, cerebelo, hipotálamo, hipocampo, corpo estriado e tecido adiposo. 

Esses tecidos foram triturados em um recipiente com auxílio de um pistilo e utilizando 

nitrogênio líquido. O RNA foi extraído utilizando o reagente Trizol (Invitrogen Life 

Technologies®) de acordo com os protocolos dos fabricantes. A qualidade e a quantidade do 

RNA foram avaliadas pela relação densidade óptica (DO) 260/280nm com espectrofotômetro 

Nanovue Plus (GE Healthcare Life Sciences®). A síntese de cDNA foi realizada com 2 µg de 

RNA total para First Strand cDNA Synthesis Kit (Fisher Scientific®) de acordo com as 

instruções do fabricante. 

O cDNA foi submetido a qPCR em um sistema StepOnePlus Real-Time PCR (Applied 

Biosystems®) usando Maxima SYBR PCR 1× (Fisher Scientific®) e 600nM de cada primer 

com 1:100 de cDNA e água. As PCRs foram cicladas 50 vezes após a desnaturação inicial 

(95°C, 5 min) com anelamento e extensão a 60°C por 1min. A fluorescência foi detectada no 

final da extensão. Os contaminantes de produtos de PCR inespecíficos foram excluídos para 

aplicação de análise na curva de dissociação em todos os produtos ao final do ciclo. A 
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quantificação relativa da expressão gênica foi feita com o método 2-ΔΔCT, utilizando a 

expressão do gene β-actina (Actb) para normalizar os dados e o grupo de referência 

corresponde ao tecido adiposo (AT). 

Tabela 1: Pares de primers para PCR em tempo real. 

 

Gene  
Sequência NCBI Refseq* 

Slc6a7 
Forward ACC TGG ATG TAG ACT TCG CAG 

NM_201353.1 
Reverse CGC CAG ACA TTT CCC AAG C 

Actb 
Forward GGC TGT ATT CCC CTC CAT CG 

NM_007393.5 
Reverse CCA GTT GGT AAC AAT GCC ATG T 

*Refseq – referência da sequência 

 

5.2.2. Western-blot 

 

Depois da eutanasia, os animais tiveram a regiões de interesse dissecadas (córtex, 

cerebelo, hipotálamo, hipocampo, corpo estriado), e posteriormente processados em solução 

tampão de lise para análise de proteínas, separadamente em experimentos independentes. 

Foram preparados 40 μg dos homogenatos de proteína de cada amostra com tampão de 

amostra NuPAGE LDS (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) com 10% de β-

mercaptoetanol e incubados a 70°C por 10 min. As amostras foram transferidas para géis Bis-

Tris NuPAGE 4–12% (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e submetidas à eletroforese 

conforme recomendado pelo fabricante, seguido de transferência para membranas de 

nitrocelulose (Hybond ECL, Amersham, GE Healthcare Life Science, Piscataway, NJ, EUA). 

Foi utilizada coloração com Ponceau S (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) para monitorar a 

eficiência da transferência. Depois as membranas foram inibidas por 45 minutos com TBS 

(solução salina tamponada com tris, pH 7,4) Tween 20 1% e albumina de soro bovino (BSA) 

3%, e então lavadas (79, 80). Após isso as membranas foram incubadas com seus anticorpos 

primários por 24h a 4ºC. No dia seguinte as membranas foram lavadas novamente e incubadas 

por 1 hora em temperatura ambiente com os anticorpos secundários conjugados com 

horseradish peroxidase (HRP), goat anti-rabbit IgG (1:3000), e goat anti-mouse IgG 

(1:3000) (Molecular Probes, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) e donkey anti-goat IgG 

(1:3000) (Santa Cruz Biotechnology, Inc). Depois da incubação as membranas foram 
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submetidas à detecção quimioluminescente com ECL Plus (Amersham, GE Healthcare Life 

Science, Piscataway, NJ, EUA) conforme descrito pelo fabricante e visualizado no 

ImageQuant. A análise densitométrica foi realizada usando Scion Image Software Versão 

Beta 4.0.2 (Scion Corporation, National Institutes of Health, Frederick, MD, EUA). Os 

seguintes anticorpos primários foram usados: GlyT1 (sc-16701, IgG goat, 1:500); GlyT2 (sc-

30129, IgG rabbit, 1:1000), BDNF (sab-1405514, IgG mouse, 1:1000), GlyR (sc-20134, IgG 

rabbit, 1:1000), TrkB (sab-4300255, IgG rabbit, 1:1000), GluN1 (sc-1467, igG goat, 1:1000), 

GluN2A (sc-1468, igG, goat, 1:1000), GluN2B (sc-1469, igG goat, 1:1000), β-actina (pa1-

183, igG rabbit, 1:2000), CaMKII (PA5-17095, igG, rabbit 1:1000), p-CaMKII (sc-32289, 

mouse 1:1000); PROT (AGT-013, IgG rabbit, 1:400). 

 

5.3. Análises ex vivo 

5.3.1. Sinaptossomas 

 

Os sinaptossomas são partículas isoladas a partir de tecidos cerebrais que representam 

terminais nervosos pré-sinápticos intactos e funcionalmente ativos. A técnica envolve a 

homogeneização suave do tecido cerebral, seguida por centrifugação em gradiente de 

densidade, geralmente utilizando soluções como Percoll ou sacarose. Essas partículas contêm 

componentes da membrana pré-sináptica, mitocôndrias associadas, vesículas sinápticas e 

enzimas metabólicas, preservando parcialmente suas funções fisiológicas. São usados para 

estudar a liberação de neurotransmissores, captação de substâncias, atividade enzimática e 

alterações metabólicas em condições fisiológicas ou patológicas (81). A liberação de 

neurotransmissores pode ser estimulada por despolarização com KCl ou agentes químicos, e 

sua quantificação geralmente utiliza métodos como HPLC, espectrofotometria ou ensaios 

fluorescentes (81). 

Imediatamente após a eutanásia, o córtex e o hipocampo foram removidos e 

homogeneizados separadamente em solução gradiente contendo: sacarose 320 mM, 

ditiotreitol 0,25 mM, EDTA 1 mM. Em seguida, o homogeneizado foi exposto a uma 

centrifugação em baixa velocidade (1000 × g × 10 min). Os sinaptossomas foram isolados do 

sobrenadante por centrifugação descontínua em gradiente de densidade Percoll. Terminais 

nervosos isolados foram ressuspensos em solução de Krebs-Ringer-HEPES (KRH) contendo: 
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NaCl 124 mM, KCl 4 mM, MgSO4 1,2 mM, glicose 10 mM, HEPES 25 mM, com pH 7,4 e 

sem adição de CaCl2, em uma concentração de aproximadamente 10 mg/mL.  

Para medir a concentração de Ca2+ livre intrassinaptossomal separadamente, os 

sinaptossomas foram pré-incubados com 5 μM/L de sonda Fura-2 pentakis (acetoximetil) 

Éster (FURA2-AM) por 30 min a 37 °C. Em seguida, o sinaptossoma foi centrifugado 

(3000 × g × 60s), ressuspenso em KRH sem CaCl2 e reincubado durante 30 min. Após 

lavagem com KRH sem CaCl2, os sinaptossomas foram imediatamente utilizados para 

quantificação de Ca2+ livre intracelular ([Ca2+]i). A fluorescência foi registrada com 

comprimento de onda de excitação de 340/380 nm e emissão de 510 nm. CaCl2 (1 mM/L, 

concentração final) foi adicionado em suspensão sinaptossômica antes da leitura e 33 mM de 

KCl foram adicionados para evocar o influxo de cálcio. Finalmente, adicionamos 10% de 

SDS para obter Rmax e tris-EGTA (3 mol/L Tris, 400 mM/L EGTA, pH 8,6) para obter 

Rmin. 

 

5.4. Análises in vivo 

5.4.1. Animais 

 

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6, machos, com idade de 8 a 12 

semanas, pesando aproximadamente 25-35g. Os animais foram adquiridos no biotério do 

Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública da Universidade Federal de Goiás 

(CEUA/UFG: 042/19), e do Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais 

(CEUA/UFMG: 200/2017 e 248/2019). Foram mantidos nos biotérios de Neurofarmacologia 

e Neuroquímica - Neurolab da UFG e Laboratório de Neurofarmacologia – Neurofar da 

UFMG, com livre acesso a água e a ração e ciclo claro escuro de 12h/12h. 

5.4.2. Compostos e tratamentos 

 

Os compostos utilizados foram a L-prolina (Sigma Aldrich), iPROT (inibidor do 

transportador de prolina – LQFM/FF), Human beta Amyloid (1-42) PTD Recombinant Protein 

(Invitrogen). Nos experimentos de injeção intracerebroventricular (ICV) de L-prolina, os 

animais receberam as doses 2, 1, 0.5 e 0.25µM de L-prolina em um volume de 1µL em um 

fluxo de injeção de 0,5µL/min, imediatamente antes dos testes comportamentais. Os animais 

do grupo controle receberam apenas solução salina. Nos experimentos de tratamento com o 



 
 

42 
 

iPROT por via intraperitoneal, os animais receberam as doses 10, 5 e 2.5mg/kg 30min antes 

dos testes comportamentais, solubilizados em DMSO 10% em solução salina. Os animais do 

grupo controle receberam apenas o veículo. O pré-tratamento dos animais com o iPROT no 

modelo da Aβ foi realizado nas doses de 5 ou 10mg/kg diariamente por 5 dias antes da 

indução do modelo. A Aβ foi injetada no hipocampo (IHP) na concentração de 400 pMl em 

um volume de 1uL em um fluxo de injeção de 0,5µL/min. O delineamento dos experimentos 

segue o esquema abaixo (Figura 7): 

 

Figura 7. Delineamento experimental. Esquema representativo dos delineamentos dos 

experimentos in vivo realizados. 

 

5.4.3. Cirurgia de estereotaxia 

 

A cirurgia de esterotaxia foi realizada para implantação de cânulas com propósito de 

injetar L-prolina ICV e induzir o modelo de Aβ através do hipocampo. Os camundongos 

foram anestesiados por via IP com cetamina (80 mg/kg) e xilazina (8 mg/kg). Após a 
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tricotomia da região da cabeça, o animal foi encaixado em posição adequada no aparelho 

estereotáxico para se fazer a retirada do escalpo e uma incisão sagital na linha média do 

crânio (Figura 8). O bregma foi exposto e o crânio foi perfurado com auxílio de uma broca 

sobre o ventrículo lateral direito usando as seguintes coordenadas: 0,2 mm rostral ao bregma, 

1,0 mm lateral à sutura sagital e 2,5 mm abaixo da superfície do cérebro para ventrículo. Para 

hipocampo 1,9 mm caudal ao bregma, 1,5 mm lateral à sutura sagital e 1,0 ventral ao crânio. 

Uma cânula de acesso foi implantada nesta região e dois parafusos também foram inseridos 

na superfície da calota para fixar o capacete de acrílico ao final da cirurgia. Os animais foram 

então retirados do estereotáxico e foi realizada a sutura da região da cabeça e depois foram 

levados para a caixa para se recuperarem do procedimento anestésico e cirúrgico. Para a 

injeção da L-prolina ou do peptídeo Aβ todas as microinjeções foram realizadas pela 

administração lenta do protótipo ou da solução veículo com auxílio de uma bomba de infusão 

por um período de 2 minutos, sendo que a agulha permaneceu no local por mais 2 minutos 

para evitar o refluxo do composto.  

 

Figura 8. Representação da cirurgia de estereotaxia para acessar regiões de interesse. Adaptado 

de Neuroscience. Rodent Stereotaxic Surgery. JoVE, Cambridge, MA, (2023). 

 

5.4.4. Teste do campo aberto 
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O teste do campo aberto foi realizado em um aparato quadrado (45 x 45 x 45 cm) com 

paredes e piso de acrílico cinza, uniformemente iluminados por luz branca (Figura 9) o qual 

avalia parâmetros de memória espacial e de locomoção (82). Cada animal foi colocado no 

centro do aparato e foi permitida a exploração livre por 10 minutos. A movimentação 

espontânea dos camundongos foi registrada automaticamente por uma câmera e, 

posteriormente, foi analisada usando o software Any-maze 7.16. Os dados coletados incluíram 

distância total percorrida, tempos mobilidade e imobilidade, cruzamentos, tempo de 

permanência no centro, rearings e groomings (manualmente). O aparato foi limpo com etanol 

70% entre as sessões de cada animal. As análises foram realizadas considerando a média ± 

EPM, teste de one-way ANOVA e pós teste Bonferroni. 

 

Figura 9. Representação do aparato do campo aberto. Medidas de atividade locomotora e 

comportamentos exploratórios bem como indicativos de ansiedade podem ser analisados. Autoria 

própria (Biorender). 

 

5.4.5. Teste do labirinto em cruz-elevado  

 

O labirinto em cruz elevado é um aparato constituído de dois braços abertos e dois 

braços fechados, elevados do chão, com paredes e piso de acrílico, uniformemente iluminados 
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por luz branca com propósito de avaliar comportamento do tipo ansioso (83) (Figura 10). 

Cada animal foi colocado no centro do aparato e foi permitida a exploração livre por 10 

minutos. A movimentação espontânea dos camundongos foi registrada automaticamente por 

uma câmera e posteriormente foi analisada usando o software Any-maze 7.16. Os dados 

coletados incluíram tempo de permanência nos braços fechados e tempo de permanência nos 

braços abertos. O aparato foi limpo com etanol 70% entre as sessões de cada animal. As 

análises foram realizadas considerando a média ± EPM, teste de one-way ANOVA e pós teste 

Bonferroni. 

 

Figura 10. Representação do aparato de cruz elevado. Parâmetros de comportamento do tipo 

ansioso podem ser analisados. Autoria própria (Biorender). 

 

 

5.4.6. Teste de reconhecimento de novo objeto (NORT) 

 

O teste de reconhecimento de novo objeto (NORT) é realizado em um aparato de 

acrílico (45 x 45 x 45 cm) com paredes e piso de acrílico cinza, uniformemente iluminados 

por luz branca com o propósito de avaliar a memória e aprendizado em relação ao 

reconhecimento de um objeto novo (84) (Figura 11). O teste consiste em um período de 4 

dias. Nas seguintes etapas: 1º dia: habituação – os animais são colocados por 5 min apenas 

para explorar livremente o aparato; 2º dia: treino I – os animais são colocados na presença de 
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dois objetos iguais por 10 min; 3º dia: treino II – os animais são colocados novamente na 

presença de dois objetos iguais por 10 min; 4º dia: teste – um dos objetos é substituído por um 

objeto novo e os animais são colocados novamente, desta vez por 8 min. Nos dias do treino e 

teste são analisados os tempos de exploração dos objetos (contato pelas patas ou cheiro), 

sendo que o teste é calculado o índice de reconhecimento de acordo com a fórmula abaixo. O 

aparato foi limpo com etanol 70% entre as sessões de cada animal. As análises foram 

realizadas considerando a média ± EPM, teste de one-way ANOVA e pós teste Bonferroni. 

Í𝑛𝑑𝑖𝑐𝑒 𝑑𝑒 𝑅𝑒𝑐𝑜𝑛ℎ𝑒𝑐𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 =
𝑇𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑑𝑒 𝑒𝑥𝑝𝑙𝑜𝑟𝑎çã𝑜 𝑑𝑜 𝑜𝑏𝑗𝑒𝑡𝑜 𝑛𝑜𝑣𝑜

𝑇𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑑𝑒 𝑒𝑥𝑝𝑙𝑜𝑟𝑎çã𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
 

 

Figura 11. Representação do aparato do teste reconhecimento de novos objetos (NORT). 

Parâmetros de memória como consolidação e aquisição podem ser mensurados. Autoria própria 

(Biorender). 

 

 

5.5. Análises morfológicas 

5.5.1. Coloração de Golgi 

 



 
 

47 
 

As espinhas dendríticas da região CA1 do hipocampo dos animais foram visualizadas 

e quantificadas pela marcação de Golgi. Para a realização desta técnica os animais foram 

anestesiados com cetamina e xilazina e submetidos à perfusão transcardíaca com PBS 1X e 

PFA 4%. Os cérebros foram removidos e após ficarem 24 horas em PFA 4%, foram 

transferidos para solução de Golgi e permaneceram por 10 dias nesta solução, sob proteção da 

luz. Após impregnação foram transferidos para solução de sacarose 30% por pelo menos 48 

horas, para assim serem cortados em fatias coronais de 100 μm no criostato imediatamente 

após retiradas da sacarose, sendo dispostas em lâminas gelatinizadas 1%. Posteriormente, as 

lâminas foram imersas em uma bateria de soluções contendo: água destilada por 10 minutos, 

hidróxido de amônio por 10 minutos, água destilada por 10 minutos, tiossulfato de sódio por 

10 minutos, álcoois 70, 95 e 100% por um minuto cada e por último xilol por 40 minutos. 

Então as lâminas foram montadas com meio de montagem DPX (Sigma Life Science), após a 

secagem, foram visualizadas em um microscópio óptico (Leica) com a objetiva de 100X para 

visualização das espinhas dendríticas. Para a análise foram selecionadas 10 imagens de 

dendritos no hipocampo, e foi selecionado um segmento de 25 μm em um dendrito da 

imagem, e todas as espinhas dendríticas dentro desse segmento foram quantificadas utilizando 

o software ImageJ 1.53 e o plugin cell counter. 

 

5.6. Estatística  

 

Todos os experimentos realizados foram realizados de maneira independente. Para os 

testes moleculares de PCR e de bioquímica (western-blot) utilizado ANOVA de uma ou duas 

vias e pós-teste de Bonferroni, considerando média ±EPM e significância de p<0,05. Para os 

testes de comportamento animal foi utilizado ANOVA de uma via e pós-teste Bonferroni 

considerando média ±EPM e significância de p<0,05. As análises foram feitas com o auxílio 

do software GraphPad Prism 9.0.2. 

 

6. Resultados 

6.1. O papel da prolina no SNC 
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6.1.1. L-prolina afeta o conteúdo de Ca2+ intracelular em sinaptossomas corticais e 

hipocampais 

 

Ao analisar o conteúdo de cálcio intracelular separadamente, observou-se que na 

maior dose de 18 µM (1,46 ± 0,14), houve aumento significativo no conteúdo de Ca2+ 

(Figura 12A). No hipocampo, houve uma redução significativa do conteúdo de Ca2+ nas 

doses menores de 3 µM (0,13 ± 0,02), 6 µM (0,23 ± 0,01) e 9 µM (0,38 ± 0,09) em relação ao 

estímulo com KCl. (Figura 12B). 

 

 

Figure 12. Análise do efeito da L-prolina em sinaptossomas corticais e hipocampais de 

camundongos C57BL/6 quanto ao conteúdo de Ca2+ intracelular. A-B. Conteúdo de Ca2+ 

intracelular aumenta no córtex e no hipocampo. Os valores estão representados por média ± EPM, 

one-way ANOVA com pós teste Bonferroni, *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 (n=3-5). 

 

6.1.2. L-prolina altera perfil motor/exploratório de camundongos e não causa 

comportamento do tipo ansioso 

 

O teste do campo aberto foi realizado para avaliar o perfil motor dos animais após a 

injeção ICV. de L-prolina. Observou-se que, a maior concentração testada, 2 µM, foi capaz de 

reduzir significativamente a distância total percorrida (210,0 ± 117,1) (Figura 13A), o tempo 

de mobilidade (171,7 ± 67,61) (Figura 13B), e, consequentemente, houve um aumento no 

tempo de imobilidade (428,3 ± 67,61) (Figura 13C). O número de cruzamentos entre os 

quadrantes do aparato também foi alterado, reduzindo-se na maior concentração (8,20±4,52) 

(Figura 13D). Conclui-se que a L-prolina, na maior concentração, é capaz de reduzir a 

mobilidade dos animais em um teste de movimentação espontânea como o campo aberto.  
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Figura 13. Análise do efeito comportamental da L-prolina ICV em camundongos C57BL/6 no 

teste do campo aberto. A-D. Parâmetros motores no teste do campo aberto, evidenciando uma 

redução no padrão motor dos animais. Os valores estão representados por média ± EPM, one-way 

ANOVA com pós teste Bonferroni, *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 (n=9-10). 

 

Constatou-se também que a L-prolina, na maior concentração, é capaz de reduzir o 

tempo de permanência no centro do aparato (16,23 ± 11,31) (Figura 14A), bem como 

diminuiu o número de rearings - comportamento inato exploratório dos animais - (1,16 ± 

0,98) (Figura 14C) e reduziu o número de groomings – comportamento de autolimpeza inato 

– (1,20 ± 0,66) (Figura 14D). Não houve alteração no tempo de permanência na periferia do 

aparato (Figura 14B). 
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Figura 14. Análise do efeito comportamental da L-prolina ICV em camundongos C57BL/6 no 

teste do campo aberto. A-D. Parâmetros exploratórios e inatos no teste do campo aberto, 

evidenciando uma redução do comportamento exploratório inato dos animais. Os valores estão 

representados por média ± EPM, one-way ANOVA com pós teste Bonferroni, *p<0,05 **p<0,01 

***p<0,001 (n=9-10). 

 

O teste do labirinto em cruz elevado foi utilizado para elucidar possíveis alterações 

comportamentais do tipo ansioso. Foi observado que, nos animais que receberam a maior 

concentração de L-prolina, não houve uma redução no tempo gasto nos braços abertos 

(Figura 15A); não apresentando diferença significativa em comparação aos grupos controle. 

Da mesma forma, no tempo gasto nos braços fechados (Figura 15B), não se observaram 

diferenças significativas entre os grupos.  
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Figura 15. Análise do efeito comportamental da L-prolina ICV em camundongos C57BL/6 no 

teste do labirinto em cruz elevado. A-B. Parâmetros exploratórios no teste do labirinto em cruz 

elevado, evidenciam nenhum comportamento do tipo ansioso. Os valores estão representados por 

média ± EPM, one-way ANOVA com pós teste Bonferroni, (n=9-10). 

 

 

6.2. O papel do transportador de prolina (SLC6A7) no SNC 

6.2.1. PROT (Slc6a7) é expresso no encéfalo e possui ampla distribuição 

 

A análise da expressão gênica dos três transportadores de L-prolina visa determinar a 

predominância de cada transportador nas regiões encefálicas analisadas (38, 85-87). No tecido 

adiposo não foi encontrada nenhuma expressão detectável dos genes e, portanto, foi utilizado 

como grupo de referência. A análise da expressão gênica demonstra que o transportador 

Slc6a7 foi altamente expresso no córtex (370,9 ± 1,8), seguido pelo estriado (250,8 ± 1,9) e 

cerebelo (143,5 ± 1,8) (Figura 16). 
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Figura 16. Análise de expressão relativa do transportador de prolina (SLC6a7/PROT) no 

encéfalo de camundongos C57BL/6 por rtPCR. As análises estatísticas foram determinadas com 

two-way ANOVA seguido do teste post hoc de Bonferroni com n=3. Todos os genes apresentam 

diferenças significativas (p<0,05) em relação ao tecido adiposo. Gene controle: β-actina; Grupo de 

Referência: Tecido Adiposo; HC: hipocampo; HT: hipotálamo; CX: córtex; CE: cerebelo; ES: 

estriado; TA: tecido adiposo. 

 

6.2.2. PROT (Slc6a7) é específico do encéfalo em diferentes regiões 

 

Após avaliar a expressão gênica dos transportadores de L-prolina, verificamos a 

expressão da proteína (PROT) em diferentes regiões do cérebro. Evidenciamos que as regiões 

do estriado (128,2 ± 9,6) córtex (112,8 ± 17,8) e hipocampo (109,2 ± 4,8) são as regiões onde 

o PROT está mais expresso (Figura 17). 
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Figura 17. Análise da expressão de PROT em diferentes regiões encefálicas. As análises 

estatísticas foram determinadas com one-way ANOVA (±EPM) seguido do teste post hoc de 

Bonferroni com n=4 (p<0,05). Proteína controle: β-actina; CE: cerebelo; ES: estriado; HT: 

hipotálamo; HC: hipocampo e CX: córtex. 

 

6.2.3. PROT é um alvo farmacológico dos inibidores iPROT, LQFM215 e LX6171  

 

Através do servidor SwissModel, realizamos a modelagem de PROT a partir da 

submissão da sequência FASTA (UniProt: Q99884) da proteína. Inicialmente, realizamos 

uma busca por templates (moldes), baseando a escolha do melhor template no valor de 

GMQE (Global Model Quality Estimate), que é uma métrica de avaliação global da estrutura 

empregada pelo servidor (quanto mais próximo de 1, melhor), na porcentagem de identidade 

(≥ 25%) e no método de resolução do template, que pode ser cristalografia de raios X (≤ 3Å), 

RMN ou Alphafold (algoritmo de aprendizado de máquina). O template escolhido para a 

modelagem de PROT possuía um GMQE de 0,86, uma identidade de 97,9% e foi resolvido 

pelo AlphaFold v2. Após a construção do modelo, baixamos a estrutura 3D no formato .pdb e 

utilizamos o software PyMOL v2 para a representação da estrutura (Figura 18A). 

Posteriormente, buscamos o sítio ativo da proteína por meio do servidor PrankWeb, 

que utiliza um algoritmo de aprendizado de máquina (P2Rank) para identificar locais na 
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superfície de estruturas 3D de proteínas capazes de se ligar a pequenos compostos. 

Identificamos o sítio de ligação nas coordenadas X: 4,0892; Y: 4,8023 e Z: -3,0064. 

Para as análises de docking molecular, utilizamos o servidor DockThor. O inibidor 

iPROT protótipo desenvolvido por Zipp e colegas (2014) (37) e o LQFM215 sintetizado pelo 

Laboratório de Química Farmacêutica e Medicinal – UFG, foram desenhados com o auxílio 

do software Marvin, e o inibidor LX6171 foi obtido do PubChem (15950717). O LX6171 é 

um inibidor conhecido dos transportadores de L-prolina que chegou em fase 3 de ensaios 

clínicos em pacientes com Alzheimer foi utilizado como controle (88). Preparamos a proteína 

e os ligantes com o software Maestro, aplicamos o campo de força OPLS4 e protonamos as 

estruturas de acordo com o pH fisiológico de 7.4, removendo as moléculas de água. 

Submetemos os complexos ao docking utilizando uma abordagem flexível, de acordo com as 

coordenadas X, Y e Z do sítio de ligação. 

Os resultados mostraram que ambos os ligantes interagiram com PROT de maneira 

semelhante, com scores de energia de ligação de -8.271 kcal/mol para o iPROT, -8.471 

kcal/mol para o LX6171, e -7.854 kcal/mol para o LQFM215, indicando um encaixe 

discretamente melhor para o LX6171. Já o LQFM215 obteve um valor de docking mais 

distante dos outros inibidores, possuindo uma afinidade mais fraca com o transportador 

(Figura 18C-E). O iPROT formou uma interação cátion-π com um de seus anéis aromáticos e 

o resíduo Asp66 na sua porção amino-terminal (3,1Å) garantindo boa estabilidade na 

interação com a proteína (Figura 18C). Já o LX6171 apresentou interação pi-pi com sua 

subunidade bifenila e o resíduo Trp61, e interações hidrofóbicas com os resíduos Pro364, 

Gly363, Ile136, Trp61 e Leu57 (Figura 18D). Por fim o LQFM215 apresentou uma ligação 

de hidrogênio com o resíduo Glu290, e interações hidrofóbicas com os resíduos Pro364 e 

Val451 (Figura 18E).  
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Figura 18. Estrutura e docking molecular do PROT com o iPROT, LX6171 e o LQFM215. A. 

Estrutura de PROT por modelagem por homologia template do Alphafold foi utilizado. B. Estruturas 

moleculares dos inibidores. C. Interação do iPROT (amarelo) com o PROT, ligação de hidrogênio 

(pontilhado preto) e interações hidrofóbicas (linha verde). D. Interação de LX6171 (magenta) com 

PROT, interações pi-pi (pontilhado azul), pi-cátion (pontilhado verde), interações hidrofóbicas (linha 

verde). E. Interação de LQFM215 (azul) com PROT, ligação de hidrogênio (pontilhado azul), 

interações hidrofóbicas (linha verde). 

 

6.2.4. iPROT afeta o conteúdo de cálcio intracelular em sinaptossomas corticais e 

hipocampais semelhante a L-prolina 

 

Analisando o efeito do inibidor do transportador de prolina (iPROT) em 

sinaptossomas corticais e hipocampais, observou-se que nas concentrações de 10 e 20 µM, 

houve aumento significativo (2,00 ± 0,17 e 2,86 ± 0,15, respectivamente). No hipocampo, na 

menor concentração de 2,5 µM, houve redução significativa (0,39 ± 0,02), e nas 

concentrações subsequentes, observou-se tendência de aumento, sendo o aumento 

considerável e significativo na maior dose de 20 µM (4,06 ± 0,31) (Figura 19A-B). 

Esses dados, em conjunto, fornecem hipóteses sobre como a inibição do iPROT 

interfere na dinâmica da neurotransmissão glutamatérgica.  

 

Figura 19. Análise do efeito do iPROT em sinaptossomas corticais e hipocampais de 

camundongos C57BL/6 quanto ao conteúdo de Ca2+ intracelular. A-B. Conteúdo de Ca2+ 

intracelular aumenta no córtex e no hipocampo. Os valores estão representados por média ± EPM, 

one-way ANOVA com pós teste Bonferroni, *p<0,05 ***p<0,01 ****p<0,001 (n=3-5). 
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6.2.5. iPROT altera perfil motor/exploratório de camundongos e não causa 

comportamento do tipo ansioso 

 

Investigamos, diferentemente da ação central da L-prolina, se a inibição do PROT 

teria efeitos semelhantes, porém de maneira indireta, através de um efeito modulatório da 

proteína. Utilizamos o teste do campo aberto para avaliar novamente o padrão motor e 

exploratório dos animais, após a injeção intraperitoneal do iPROT em diferentes doses 2,5, 5 e 

10 mg/kg. Observamos redução na distância total percorrida na maior dose testada de 10 

mg/kg (92,84 ± 6,58), bem como uma redução no tempo de mobilidade nas doses de 5 mg/kg 

e 10 mg/kg (448,2 ± 19,57 e 485,8 ± 17,25, respectivamente) (Figura 20A-B). 

Consequentemente, o tempo de imobilidade aumentou nas doses de 5 mg/kg (143,4 ± 19,69) e 

10 mg/kg (115,9 ± 9,29) (Figura 20C). O número de cruzamentos também foi reduzido na 

maior dose (26,29 ± 2,89) (Figura 20D).  

Da mesma forma, o tempo de permanência no centro do aparato reduziu-se na maior 

dose (19,73 ± 2,19) (Figura 20E), no entanto, o tempo de permanência na periferia do aparato 

permaneceu sem alterações significativas (Figura 20F). 
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Figura 20. Análise do efeito comportamental do iPROT em camundongos C57BL/6 no teste do 

campo aberto. A-D. Parâmetros motores no teste do campo aberto, evidenciam redução no padrão 

motor dos animais. E-F. Parâmetros exploratórios no teste do campo aberto, evidenciam redução do 

comportamento exploratório dos animais. Os valores estão representados por média ± EPM, one-way 

ANOVA com pós teste Bonferroni, *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 (n=9-10). 
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Verificamos em seguida no teste do labirinto em cruz elevado se o tratamento com o 

iPROT causaria algum comportamento do tipo ansioso, porém assim como no efeito central 

da L-prolina não vimos alterações, justamente por impactar apenas na mobilidade dos animais 

(Figura 21). 

 

Figura 21. Análise do efeito comportamental do iPROT em camundongos C57BL/6 no teste do 

labirinto em cruz elevado. A-B. Parâmetros exploratórios no teste do labirinto em cruz elevado, 

evidenciam nenhum comportamento do tipo ansioso. Os valores estão representados por média ± 

EPM, one-way ANOVA com pós teste Bonferroni, (n=9-10). 

 

 

6.3. O transportador de prolina (SLC6A7) como alvo terapêutico 

6.3.1. iPROT possui potencial neuroprotetor em modelo animal de Doença de Alzheimer  

 

A partir da caracterização comportamental do iPROT, investigamos seu potencial 

neuroprotetor por meio do pré-tratamento por 5 dias nas doses de 5 e 10 mg/kg em um 

modelo animal de Doença de Alzheimer induzido por injeção intrahipocampal (IHP) de Aβ. 

Inicialmente, avaliamos parâmetros de movimentação espontânea dos animais a partir do dia 

de habituação do experimento, utilizando o teste do campo aberto. Observou-se que, 

diferentemente do comportamento basal do iPROT, os animais submetidos previamente ao 

modelo de Aβ apresentaram aumento nos parâmetros de mobilidade. No grupo modelo, 
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comparado ao grupo tratado com salina, houve redução na distância total percorrida (112,3 ± 

7,62) (Figura 22A), enquanto na maior dose testada de iPROT (10 mg/kg), ocorreu aumento 

significativo na distância percorrida (144,3 ± 9,72) (Figura 22A), indicando que os animais 

tratados com o iPROT percorreram distância maior em comparação aos animais sem 

tratamento. 

Consequentemente, também foi observado aumento no tempo de mobilidade na maior 

dose de iPROT (276,6 ± 3,89) (Figura 22B), bem como redução no tempo de imobilidade 

(23,43±3,89) (Figura 22C). O número de cruzamentos entre os quadrantes do aparato 

aumentou na maior dose de iPROT (26,63 ± 2,42) (Figura 22D). Quanto ao padrão 

exploratório, não foram observadas diferenças significativas nos parâmetros de tempo de 

permanência no centro ou na periferia (Figura 22E-F). 
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Figura 22. Análise do efeito do pré-tratamento com iPROT em camundongos C57BL/6 

submetidos a IHP de Aβ no teste do campo aberto. A-D. Parâmetros motores no teste do campo 

aberto, evidenciam aumento no padrão motor dos animais em relação ao dano causado pela Aβ. E-F. 

Parâmetros exploratórios no teste do campo aberto, sem diferenças significativas. Os valores estão 

representados por média ± EPM, one-way ANOVA com pós teste Bonferroni, *p<0,05 (n=9-10). 
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O modelo de neurodegeneração induzido por injeção intrahipocampal (IHP) de Aβ em 

camundongos é um modelo que mimetiza os sinais clínicos e danos causados pela toxicidade 

observada na Doença de Alzheimer (DA) como o déficit de memória. Por esse motivo, 

realizamos a avaliação de memória através do teste de reconhecimento de novo objeto para 

investigar o potencial neuroprotetor do iPROT. Observamos que o pré-tratamento com iPROT 

não alterou o tempo de exploração na etapa de treinamento, garantindo que nem o modelo de 

neurodegeneração nem o tratamento impactaram na exploração inata dos animais por objetos 

em um aparato (Figura 23A). Por outro lado, na etapa de teste, constatou-se que os animais 

apenas com o dano causado por Aβ exploraram menos o objeto novo (47,24 ± 4,35) (Figura 

23B), o que é congruente com as expectativas desse modelo, uma vez que causa prejuízos 

cognitivos nos animais. O tratamento com iPROT nas duas doses testadas, 5 e 10 mg/kg 

(61,27 ± 3,92 e 68,65 ± 3,02, respectivamente), foi capaz de recuperar e até aumentar o tempo 

de exploração do objeto novo na maior dose. 
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Figura 23. Análise do efeito do pré-tratamento com iPROT em camundongos C57BL/6 

submetidos a IHP de Aβ no teste de reconhecimento de novo objeto. A. Tempo de exploração dos 

objetos na etapa do treino, não houve diferença significativa entre os grupos. B. Índice de 

reconhecimento na etapa do teste, animais tratados com o iPROT apresentam melhora na memória. Os 

valores estão representados por média ± EPM, one-way ANOVA com pós teste Bonferroni, *p<0,05 

**p<0,01 ***p<0,001 (n=10-15). 

 

6.3.2. iPROT preserva a memória e os brotamentos dendríticos de animais submetidos 

ao modelo de DA 

 

As espinhas dendríticas ou brotamentos dendríticos são pequenas extensões em forma 

de cogumelo ou espinha que se projetam a partir dos dendritos dos neurônios, desempenham 

papel central na comunicação sináptica ocorrendo na maioria das sinapses excitatórias no 

encéfalo. A presença de espinhas dendríticas aumenta a superfície disponível para a formação 

de sinapses, o que é essencial para a plasticidade sináptica, um fenômeno que sustenta a 

aprendizagem e a memória, ou seja, a formação, eliminação ou modificação das espinhas 

dendríticas está associada à capacidade do encéfalo de se adaptar. 

Por meio da técnica de coloração de Golgi verificamos se o pré-tratamento com o 

iPROT seria capaz de preservar as espinhas dendríticas no modelo de neurodegeneração por 

Aβ, pois sabemos que no fenômeno de neurodegeneração ocorre diminuição nesses 

brotamentos (Figura 24A). Ao analisar, observamos que o tratamento nas duas doses foi 

capaz de preservar e proteger o sistema do dano causado por Aβ, na dose de 5mg/kg 

(59,30±2,56) e 10mg/kg (59,60±3,91), em comparação com o grupo sem o tratamento, que 

possuía redução significativa do número de brotamentos em relação ao grupo controle 

(43,89±3,87) (Figura 22B). 
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Figura 24. Análise do efeito do pré-tratamento com iPROT em camundongos C57BL/6 

submetidos a IHP de Aβ sob as espinhas dendríticas hipocampais (CA1). A. Imagens 

representativas das espinhas dendríticas de neurônios da região CA1 do hipocampo. B. Quantificação 

do número de espinhas dendríticas. Os valores estão representados por média ± EPM, one-way 

ANOVA com pós teste Bonferroni, *p<0,05 **p<0,01 (n=10). 

 

6.3.3. iPROT altera expressão de proteínas da neurotransmissão glutamatérgica e da via 

do BDNF 

 

No intuito de desvendar o mecanismo por trás dos efeitos encontrados a partir da 

inibição de PROT e do fenômeno de neuroproteção, avaliamos a expressão de algumas 

proteínas chave na neurotransmissão glutamatérgica e da via do BDNF, fator importante 

quando se trata de neuroproteção e memória. Realizamos esta análise após 24h da 

administração IP do iPROT, nas doses de 2,5, 5 e 10 mg/kg. 

Primeiramente avaliamos a expressão das subunidades do receptor de NMDA. 

Constatamos que o tratamento com iPROT nas diferentes doses não alterou o conteúdo de 

GluN1 (Figura 25A), porém na subunidade GluN2A, foi capaz em todas as doses de 

aumentar sua expressão, 2,5mg/kg (1,28 ± 0,04), 5mg/kg (1,44 ± 0,05) e 10mg/kg (2,05 ± 

0,07) em relação ao controle (Figura 25B). Já a subunidade GluN2B, apenas na dose de 

10mg/kg (0,44 ± 0,02) teve sua expressão reduzida em relação ao controle (Figura 25C). 

 

 

Figura 25. Efeito de iPROT (24h) na expressão das subunidades do receptor de NMDA em 

hipocampo de camundongos C57BL/6. A. Expressão relativa de GluN1. B. Expressão relativa de 

GluN2A. C. Expressão relativa de GluN2B. Os valores estão representados por média ± EPM, one-

way ANOVA com pós teste Bonferroni, *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001 (n=4). 
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Em seguida investigamos se a inibição de PROT impacta na expressão dos 

transportadores de glicina do tipo 1 (GlyT1) e do tipo 2 (GlyT2). Observamos que ao inibir 

PROT não só reduzimos a expressão deste transportador em todas as doses (0,66 ± 0,03; 0,53 

± 0,03 e 0,33 ± 0,03 respectivamente) (Figura 26C), mas também reduzimos a expressão de 

GlyT1 nas doses de 5mg/kg (0,58 ± 0,02) e 10mg/kg (0,31 ± 0,03) (Figura 26A). De maneira 

oposta a inibição de PROT levou ao aumento de GlyT2 nas doses de 5 mg/kg (1,52 ± 0,02) e 

10mg/kg (1,82 ± 0,04) (Figura 26B). 

 

Figura 26. Efeito de iPROT (24h) na expressão de diferentes transportadores, GlyT1, GlyT2 e 

PROT em hipocampo de camundongos C57BL/6. A. Expressão relativa de GlyT1. B. Expressão 

relativa de GlyT2. C. Expressão relativa de PROT. Os valores estão representados por média ± EPM, 

one-way ANOVA com pós teste Bonferroni, ***p<0,001 (n=4). 

 

Verificamos também se o mecanismo de neuroproteção observado no pré-tratamento 

com o iPROT estava relacionado com a via intracelular de BDNF e se a atividade de PROT 

está realmente vinculada às proteínas cálcio-calmodulina kinase (CaMK). Somente na maior 

dose vimos aumento na expressão de BDNF (1,46±0,02) (Figura 27A) e da atividade do seu 

receptor o TrkB (1,41 ± 0,02) (Figura 27B). A CaMKIV (1,28±0,02) (Figura 27C) por sua 

vez teve sua atividade aumentada somente na maior dose também. 
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Figura 27. Efeito de iPROT (24h) na expressão de proteínas da via do BDNF em hipocampo de 

camundongos C57BL/6. A. Expressão relativa do BDNF. B. Atividade relativa do TrkB. C. 

Atividade relativa da CaMKIV. Os valores estão representados por média ± EPM, one-way ANOVA 

com pós teste Bonferroni, ***p<0,001 (n=4). 

 

5. Discussão 

No presente estudo, investigamos o papel da L-prolina no SNC, enfocando 

especialmente o papel do transportador de prolina PROT/Slc6a7 na modulação da 

neurotransmissão glutamatérgica. Além disso, examinamos como a inibição deste 

transportador pode contribuir para a neuroproteção contra a neurodegeneração induzida pela 

proteína beta-amiloide, abrindo perspectivas para a identificação de novos alvos terapêuticos 

e protótipos para Doença de Alzheimer. 

Historicamente, o papel da L-prolina no SNC tem sido objeto de amplo debate. Sua 

função potencial como neurotransmissor e sua distribuição em diversas regiões encefálicas 

sugerem um papel especializado deste aminoácido (17-20, 22), caracterizado por ações 

excitatórias no sistema (29, 30). Em nossas análises iniciais, utilizando sinaptossomas 

corticais e hipocampais, observamos que em concentrações elevadas, induz aumento da 

concentração de Ca2+ intracelular (Figura 12). 

Em um estudo de Borg e colaboradores (1979) com culturas de neuroblastoma 

(neuronal e glial), foi observado que em concentrações de 1mM, a L-prolina aumentou a 

captação de Ca2+ nestas células (89). Com base nesses dados, infere-se que a L-prolina, em 

altas concentrações, pode competir com o glutamato sináptico ou atuar como moduladora, 
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resultando na excitação de neurônios pós-sinápticos e no aumento do influxo de cálcio 

intracelular. 

Nos experimentos que realizamos com a administração intracerebroventricular (ICV) 

de L-prolina, observamos que doses baixas do aminoácido (0,5-1µM) induziram um estímulo 

modesto no sistema. Isso sugere que, em baixas concentrações, a L-prolina pode não ser 

suficiente para suplantar o efeito excitatório predominante do glutamato, atuando mais como 

um agonista parcial. Essa inferência é suportada pelas evidências que indicam a atuação da L-

prolina em sinapses excitatórias, funcionando como um agonista parcial de receptores 

NMDA, AMPA e cainato (29, 30, 48). Em contrapartida, estudos de Hamasu e colaboradores 

(2009, 2010) demonstraram que a injeção ICV de L-prolina (0,5, 1 e 2µM) resulta em efeitos 

sedativos e hipnóticos em pintainhos neonatos submetidos a estresse agudo (90, 91). Em 

nossos experimentos, observamos que em concentrações mais altas (2 µM), houve uma 

diminuição nos padrões motores, como a distância total percorrida, número de cruzamentos e 

tempo de mobilidade no teste do campo aberto. Além disso, constatamos uma redução nos 

comportamentos exploratórios, como rearing e tempo de permanência no centro do aparato, 

bem como no número de groomings (Figuras 13 e 14). Importante ressaltar que o tratamento 

com L-prolina não induziu efeitos ansiogênicos nos animais, conforme avaliado pelo teste do 

labirinto em cruz elevado, que não mostrou diferenças significativas entre os grupos tratados e 

os controles (Figura 15). 

A consideração de que a L-prolina pode funcionar como um transmissor levanta 

questões pertinentes, especialmente a ausência de um receptor específico para L-prolina no 

SNC. Contudo, existem transportadores que regulam seu equilíbrio no encéfalo. Pesquisas 

anteriores, como as de Cohen & Nadler (1997), Fremeau (1992) e Renick (1999), 

identificaram transportadores de prolina de alta afinidade no cérebro (17, 25, 32). Há pelo 

menos três transportadores de L-prolina, sendo que o transportador da família do gene Slc6a7 

(PROT) apresenta expressão mais restrita ao encefálo. Nossos resultados de PCR corroboram 

esses achados, mostrando a presença da expressão gênica Slc6a7/PROT no encéfalo, com 

uma expressão predominante, especialmente nas regiões do estriado, córtex e cerebelo 

(Figura 16). Adicionalmente, realizamos análise de western-blot para investigar a expressão 

da proteína PROT nessas regiões encefálicas, observando uma expressão elevada no estriado, 

córtex e hipocampo (Figura 17). Estes achados estão alinhados com o estudo de Schulz e 

colaboradores (2018), que também demonstraram a expressão de PROT nessas regiões (33). 

A distribuição de PROT no SNC parece estar vinculada a regiões ricas em sinapses 

excitatórias, como o córtex e, particularmente, o hipocampo. Estudos de imuno-histoquímica 
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revelam que o PROT é expresso em subpopulações de neurônios em terminais pré-sinápticos, 

regulando o fluxo de L-prolina e sua liberação em terminais glutamatérgicos, assim como em 

pequenas vesículas sinápticas (32, 92). Portanto, o PROT emerge como um alvo molecular 

promissor para o desenvolvimento de novos compostos que possam modular a 

neurotransmissão glutamatérgica. 

A pesquisa sobre a inibição do transportador de prolina PROT é relativamente recente, 

e a compreensão da dinâmica funcional deste transportador ainda está em desenvolvimento na 

literatura científica. Portanto, conduzimos experimentos com um inibidor de PROT (iPROT) 

para investigar seu papel no SNC. Nossos resultados de bioinformática estrutural indicam que 

o iPROT interage eficientemente com o PROT, exibindo uma interação estável e um score de 

energia livre favorável, compatível com um inibidor existente, o LX6171, outro inibidor o 

LQFM215 também interage com o PROT, porém de maneira mais fraca em relação aos outros 

(Figura 18). Outros inibidores, como o LX6171, foram desenvolvidos para o tratamento de 

doenças neurodegenerativas, conforme demonstrado por Zipp e colaboradores (2014) (37), 

embora não tenham avançado para testes pré-clínicos ou clínicos. Da mesma forma, o 

LP403812 mostrou bons efeitos de inibição em cultura celular, mas também não progrediu 

além disso (36). Pesquisas recentes do nosso grupo com o inibidor de PROT, LQFM215, 

demonstraram resultados positivos em modelos murinos de isquemia cerebral e esquizofrenia 

(34, 35), o que é relevante dado que um desequilíbrio no conteúdo de L-prolina no SNC está 

associado a fenótipos de autismo e esquizofrenia (43-46). 

Ao avaliar os efeitos da inibição de PROT, constatamos que o iPROT, mesmo em 

baixas concentrações, regula a disponibilidade de prolina na sinapse, embora não seja capaz 

de competir efetivamente com o glutamato. Os efeitos centrais de iPROT, nas concentrações 

mais altas (10 e 20 µM) resultaram em aumento do conteúdo de Ca2+ intracelular, sugerindo 

que a função de PROT está ligada à sinalização de Ca2+, assim como a ação da L-prolina 

(Figura 19A-B) (19, 42). 

Em experimentos com animais C57BL/6 tratados com iPROT, observamos redução na 

atividade locomotora, evidenciada pela diminuição da distância total percorrida, do tempo de 

mobilidade e do número de cruzamentos, especialmente nas doses mais altas de 5 e 10 mg/kg. 

Também notamos alterações nos padrões exploratórios, como o tempo de permanência no 

centro (Figura 20). Importante ressaltar que o tratamento com iPROT não induziu efeitos 

ansiogênicos, como confirmado pelo teste do labirinto em cruz elevado, que não mostrou 

diferenças significativas entre os grupos (Figura 21). Esses resultados estão alinhados com 

estudos da literatura, como o de Schulz e colaboradores (2018), que demonstraram em 
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camundongos PROT-KO redução na atividade locomotora no teste do campo aberto, sem 

traduzir-se em comportamento depressivo ou ansioso, conforme avaliado em testes de nado 

forçado, suspensão pela cauda e labirinto zero (33). Pesquisas adicionais do nosso grupo com 

o LQFM215 mostraram que, além de inibir a atividade de PROT na captação de prolina em 

sinaptossomas, o tratamento com a maior dose de LQFM215 (10 mg/kg) também reduziu o 

padrão motor e exploratório dos animais, sem induzir comportamentos ansiosos ou 

depressivos, conforme avaliado nos testes de labirinto em cruz elevado e nado forçado (34, 

35). 

Em estudos anteriores, nosso grupo observou que tanto o pré-tratamento quanto o 

tratamento com um inibidor de PROT (LQFM215) ofereceram neuroproteção contra danos 

isquêmicos e reduziram sinais cínicos negativos em um modelo de psicose induzido por 

cetamina (34, 35). Neste estudo atual, testamos a capacidade do iPROT de conferir 

neuroproteção e promover melhora cognitiva em um modelo murino de neurodegeneração 

induzido por injeção intrahipocampal de proteína β-amiloide (Aβ). Considerando a 

complexidade da neurodegeneração, que afeta primariamente os neurônios do SNC e resulta 

na perda progressiva de tecido neural devido à morte neuronal, com destaque para a 

prevalência da Doença de Alzheimer (52-54), novas abordagens terapêuticas são essenciais. 

Definimos neuroproteção como a prevenção da morte celular neuronal, atuando sobre 

os processos que levam à disfunção e morte celular (93). Curiosamente ao analisar o padrão 

motor e comportamentos exploratórios de animais tratados com o iPROT no modelo de Aβ, 

observamos que a inibição foi capaz de aumentar (preservar) a mobilidade dos animais 

tratados em relação aos animais submetidos ao modelo sem tratamento, aumentando a 

distância total percorrida, o tempo de mobilidade e o número de cruzamentos, sem alterar 

padrões exploratórios como os tempos de permanência no centro e na periferia (Figura 22). 

Nosso experimento com pré-tratamento de 5 dias usando iPROT no modelo de Aβ 

demonstrou melhora no reconhecimento de novo objeto, um teste que avalia memória 

espacial, aprendizado e preferência pelo novo. Os animais pré-tratados com iPROT (5 e 10 

mg/kg) mostraram melhor desempenho nesse teste comparado ao grupo controle (Figura 23). 

Além disso, o pré-tratamento preservou a perda de espinhas dendríticas na região CA1 do 

hipocampo, em ambas as doses testadas (Figura 24). As espinhas dendríticas são estruturas 

críticas para a comunicação sináptica e estão envolvidas na formação e extinção de memórias, 

processos conhecidos como potenciação de longo prazo (LTP) e depressão de longo prazo 

(LTD), os quais dependem em grande parte do aumento de Ca2+ intracelular (94). O iPROT, 
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ao preservar as espinhas dendríticas, apoia a manutenção das sinapses e, consequentemente, 

não prejudica a formação e extinção de memórias. 

Investigamos também as vias relacionadas ao mecanismo de neuroproteção associado 

à inibição de PROT. Observamos aumento na expressão da subunidade do receptor NMDA 

GluN2A em todas as doses testadas (2,5, 5 e 10mg/kg), relacionado à neuroproteção e 

sobrevivência neuronal (64, 95-98), enquanto que a maior dose (10 mg/kg) reduziu a 

expressão da subunidade GluN2B, associada à neurotoxicidade e morte celular (97, 99, 100). 

A subunidade GluN1 não mostrou alteração em sua expressão (Figura 25). Estes resultados 

indicam que a inibição de PROT, além de seu papel nas sinapses excitatórias e na atuação em 

receptores NMDA, parece conferir propriedades neuroprotetoras. 

Avaliamos também a expressão do transportador PROT, notando que sua inibição 

reduziu a expressão deste transportador em todas as doses testadas. Curiosamente, a inibição 

de PROT também afetou a expressão do transportador de glicina do tipo 1 (GlyT1), o que 

sugere que o iPROT pode não ser exclusivo para o PROT, afetando também outros 

transportadores da mesma família. Apesar disso, a inibição de GlyT1 está relacionada a 

mecanismos de neuroproteção (54, 64, 101). Em contrapartida, observamos aumento na 

expressão relativa do transportador de glicina do tipo 2 (GlyT2) nas doses de 5 e 10 mg/kg, 

possivelmente como um mecanismo compensatório devido à redução do GlyT1 (Figura 26). 

Finalmente, investigamos a relação entre a expressão de BDNF e a atividade do seu 

receptor TrkB com o mecanismo de neuroproteção. A inibição de PROT resultou em um 

aumento da expressão de BDNF apenas na dose mais alta, assim como aumento na atividade 

de TrkB (Figura 27A-B). A via BDNF-TrkB está associada a vários mecanismos de 

neurogênese, plasticidade sináptica, crescimento dendrítico e estabilização da arborização 

dendrítica, além de processos de memória, aprendizado e sobrevivência neuronal (102-105). 

Como identificado anteriormente, a atividade da L-prolina e de PROT está associada à 

sinalização de Ca2+ (19), bem como às proteínas quinase dependentes de Ca2+, como as 

calmodulinas (CaMKII e CaMKIV) (42). Estas quinases são essenciais para o funcionamento 

encefálico, incluindo plasticidade sináptica, transmissão neuronal, desenvolvimento de 

circuitos e cognição. Em particular, as quinases CaMKII e CaMKIV são as mais estudadas em 

relação à função neuronal (106). Observamos que a inibição de PROT na concentração mais 

alta resultou em aumento da atividade de CaMKIV (Figura 27C), integrando-se assim ao 

mecanismo de neuroproteção investigado. Em contraste, o estudo de Schulz e colaboradores 

(2018) identificou redução da atividade de CaMKII em animais PROT-KO, destacando a 

importância dessas duas proteínas nas vias de neuroproteção e sobrevivência neuronal (33). 
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6. Conclusão 

Neste estudo, exploramos o papel multifacetado da L-prolina no SNC, com foco 

particular no transportador de prolina PROT/Slc6a7 e seus efeitos na modulação da 

neurotransmissão glutamatérgica e neuroproteção em camundongos. Demonstramos que a L-

prolina aumenta significativamente os níveis de cálcio intracelular em sinaptossomas. Esse 

fenômeno pode indicar uma interação competitiva da L-prolina com receptores 

glutamatérgicos, relevante para entender mecanismos de neurotransmissão e a neuroproteção 

no SNC. Além disso, nosso estudo proporcionou novas observações sobre os efeitos 

comportamentais da L-prolina em modelos animais. Observamos que doses maiores de L-

prolina reduzem significativamente a mobilidade e os comportamentos exploratórios em 

camundongos, sem induzir efeitos ansiogênicos. Esses achados reforçam a complexidade dos 

efeitos neuromoduladores da L-prolina, que variam de acordo com a dose e o contexto. 

A investigação sobre a expressão e distribuição do transportador PROT no encéfalo 

revelou que este é amplamente expresso em várias regiões cerebrais, incluindo o córtex, 

estriado e hipocampo. Esta ampla distribuição enfatiza o papel potencial do PROT na 

regulação da disponibilidade de L-prolina e, por extensão, na modulação da neurotransmissão 

glutamatérgica em regiões cerebrais. Adicionalmente, examinamos o potencial neuroprotetor 

do iPROT, um inibidor de PROT, em um modelo animal de neurodegeneração induzido por 

Aβ. O pré-tratamento com iPROT resultou em melhorias significativas na cognição e na 

preservação de estruturas críticas para a comunicação sináptica, como as espinhas dendríticas. 

Esses resultados sugerem que a inibição de PROT pode ser uma estratégia terapêutica 

promissora para condições neurodegenerativas, como a Doença de Alzheimer. 

Por fim, a análise dos efeitos do iPROT na expressão de proteínas-chave relacionadas 

à neurotransmissão glutamatérgica e à via do BDNF forneceu evidências adicionais de que a 

modulação de PROT pode influenciar diretamente vias neuroprotetoras e de plasticidade 

sináptica no encéfalo. Em resumo, este estudo amplia significativamente nossa compreensão 

do papel da L-prolina e do transportador PROT no SNC, oferecendo novas perspectivas sobre 

a modulação da neurotransmissão glutamatérgica e potenciais abordagens terapêuticas para 

doenças neurodegenerativas. 
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