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RESUMO

A desidroepiandrosterona (DHEA) é um esterdide produzido pelas supra-
renais humanas. Este esterdide também esta presente em altas concentragdes no
encéfalo de diversas espécies e € sintetizado de novo no Sistema Nervoso Central
(SNC), sendo, portanto, classificado como um neuroesteréide. A DHEA esta
envolvida em diversas atividades funcionais no SNC, tais como o crescimento de
neuritos, comportamento, neuroprote¢cao contra danos induzidos por aminoacidos
excitatorios, estresse oxidativo, isquemia-reperfusdo e hiperglicemia. Por apresentar
efeitos cardioprotetores, antidiabéticos e antienvelhecimento, foi sugerido que este
poderia ser um hormdnio “da juventude”. Tais efeitos poderiam estar relacionados
com suas acgdes indiretas nas células neuronais e gliais pela sua conversdao em
esterdides androgénicos e estrogénicos. Por outro lado, sabe-se que a DHEA pode
interagir com receptores de membrana, tais como GABAs, NMDA, sigma e
receptores acoplados a proteina G. Todavia, seus mecanismos moleculares de acao
nao sdo completamente conhecidos. Além disso, o efeito neuroprotetor da DHEA
pode ocorrer pela modulacao de vias intracelulares relacionadas com a promog¢éo do
crescimento e da sobrevivéncia celular, como, por exemplo, a via da proteina cinase
B (Akt). Dessa forma, o objetivo deste estudo foi investigar o efeito da administragao
de DHEA sobre a modulagdo da proteina Akt no hipotalamo e no hipocampo de
ratos em diferentes modelos experimentais, os quais envolvem maior ou menor dano
ao SNC. Para isso, foram utilizados ratos Wistar machos com 3, 13, 18 e 21 meses
de idade (n=3-5/grupo). O tratamento agudo foi realizado em ratos com 3 meses de
idade, com uma injecao intraperitoneal de DHEA nas doses 1, 5, 10 ou 50mg/kg e os
ratos foram decapitados 6 ou 24 horas apés o tratamento. Para investigar o efeito do
tratamento crénico com DHEA, ratos com diferentes idades (3, 13, 18 e 21 meses) e
diabéticos (3 meses) receberam uma injegcdo subcutanea de DHEA (10mg/kg) por
semana durante 5 semanas. A diabete foi induzida por estreptozotocina (70 mg/kg).
Apos o término de cada experimento, os ratos foram decapitados, os encéfalos
foram removidos e o hipocampo e o hipotalamo foram dissecados. Apéds
homogeneizagao, centrifugacdo e quantificagdo de proteinas, as amostras foram
preparadas para a técnica de Western blot para analise da expressao da proteina
Akt total e fosforilada. A imunorreatividade foi revelada por quimiluminescéncia
(ECL) e a quantificagdo realizada em analisador de imagem (Image Master VDS).

Realizando-se uma curva de dose (tratamento agudo), a DHEA aumentou a
fosforilagdo da Akt tanto no hipocampo como no hipotalamo. No hipocampo, o
tratamento com DHEA na maior dose testada (50mg/kg) aumentou a fosforilagao da
Akt apds 6 horas, mantendo-se apds 24 horas. Além disso, a Akt total também
aumentou apos 24 horas na mesma dose. No hipotalamo, houve um aumento da
fosforilagcdo da Akt apenas apos 24 horas de tratamento e também na dose de
50mg/kg. O tratamento crénico com DHEA em animais adultos (3 meses) néo
modificou a relagdo Akt fosforilada/Akt total, bem como a expresséo da Akt total e da
sua fosforilagdo em ambas as estruturas analisadas.
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Com relacao ao efeito do envelhecimento sobre a via da Akt, os resultados
foram distintos entre as idades, assim como entre as estruturas. No hipocampo de
animais com 13,18 e 21 meses, houve uma reducdo da fosforilacdo da Akt
comparando-se com seus respectivos grupos controle (3 meses). Porém, a Akt total
aumentou apenas aos 13 meses e diminuiu aos 21 meses em relacao aos seus
grupos controle. No hipotalamo, embora ndo tenha sido encontrada diferenca
significativa na Akt total e na sua fosforilagcdo, houve uma reducao na relagao Akt
fosforilada/Akt total comparando-se o grupo 13 meses e 21 meses com seus grupos
controle. Tanto no hipotalamo, como no hipocampo, o tratamento com DHEA em
animais com 13 meses de idade reduziu a fosforilagcdo da Akt assim como a sua
relagdo com Akt total, em comparagdo com o grupo da mesma idade nao tratado.
Apenas no hipocampo, o tratamento com DHEA aumentou a Akt total aos 13, 18 e
21 meses. Em animais diabéticos, houve uma reducao da relagao Akt fosforilada/Akt
total, assim como da fosforilagdo da Akt comparando-se com animais nao-diabéticos
em ambas as estruturas analisadas. Porém, o tratamento com DHEA reverteu estas
reducdes apenas no hipotalamo.

Os resultados deste estudo contribuem para o esclarecimento das vias
intracelulares reguladas pela DHEA, sugerindo que a DHEA realmente modula a via
da Akt em diferentes protocolos de tratamento. O conhecimento sobre estes
mecanismos podem acrescentar dados importantes para sua utilizagcéo terapéutica e
para o desenvolvimento de protocolos adequados de tratamento com DHEA no
envelhecimento e na diabete, nos quais os processos de neurodegeneracéo estédo
presentes em diferentes graus.



1. INTRODUCAO

Os hormobnios esterdides sdo sintetizados principalmente no coértex das
glandulas supra-renais, nas gbénadas (testiculo e ovario) e na placenta. A sintese de
horménios esterdides requer diversas reagdes enzimaticas sequenciais que
convertem o colesterol em glicocorticoides, mineralocorticéides ou horménios
sexuais e inicia-se com a conversao do colesterol em pregenenolona. Esta reagao é
catalisada pela enzima citocromo P450scc (side chain cleavage) presente na
membrana mitocondrial interna, a qual remove a cadeia lateral de 6 carbonos da
molécula de colesterol. O passo limitante € a entrega de colesterol para a membrana
mitocondrial interna. O transporte de colesterol através da membrana mitocondrial é
mediado pela proteina de regulacdo estereoidogénica aguda (StAR- Steroidogenic
acute regulatory protein).

A determinacdo de qual esterdide sera sintetizado pelo tecido depende da
expressao de enzimas e /ou da competicdo entre as enzimas por um substrato
particular. A P450c11p e P450c11AS estdo expressas nas supra-renais € nao nas
gbnadas e na placenta, resultando na produgdo de glicocorticbdes e
mineralocorticoides, enquanto P450c17 nos testiculos resulta na producdo de
androgénios e a expressao da P450 aromatase nos ovarios resulta na producgéo de
estrogénios.

A sintese de hormébnios esterdides ocorre de acordo com o esquema

apresentado na Figura 1.
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Figura 1: Biossintese dos esterdides (BAULIEU et al, 1999)

Por serem capazes de atravessar a barreira hematoencefalica facilmente,
devido a sua caracteristica lipofilica, os esterdides sexuais podem agir no sistema
nervoso central, sendo este um importante érgédo-alvo para suas diversas agdes.
Esses hormoénios exercem fungdes neuroenddcrinas e participam de diversas
fungbes regulatorias no sistema nervoso central, estando envolvidos com o
crescimento, maturacdo e diferenciagcdo do sistema nervoso central. Apresentam
acdes neuroprotetoras importantes, modulando o estado redox, os processos de
neuroregeneragao e comportamentos, tais como a depressao e a ansiedade. Sendo
assim, as funcbes dos hormdnios esterdides sexuais vao muito além de suas
fungdes reprodutivas, pois regulam as fungdes neuronais e gliais por diversos
mecanismos de ag¢ao (SHUMACHER et al, 2003).

Ja esta bem definido que o encéfalo € um 6rgdo esteroidogénico, assim como
as gbnadas, as supra-renais e a placenta. A desidroepiandrosterona (DHEA) e seu
conjugado sulfatado, desidroepiandrosterona sulfatada (DHEAS), foram os primeiros

esteroides identificados no encéfalo de rato (CORPECHOT et al, 1981). Logo apds



esse achado, a pregnenolona (PREG) e seu conjugado sulfatado (PREGS) também
foram encontrados nesta estrutura (CORPECHOT et al, 1983). Também, a
concentragdo destes esterdides encontrados no encéfalo é maior do que na
circulagao. Além disso, as concentracdes de PREG e de PREGS, DHEA e DHEAS,
além da progesterona e de seus metabdlitos, como a alopregnenolona,
permaneciam constantes no sistema nervoso central (SNC) e periférico (SNP),
mesmo apos a remogao das gbnadas e das glandulas supra-renais. Por outro lado,
os niveis de corticosterona e testosterona declinaram apos a remogao das glandulas
enddcrinas. Portanto, estes esterdides poderiam ser sintetizados de novo (a partir do
colesterol) nestas regides, no minimo parcialmente independente da secrecao
periférica. (CORPECHOT et al, 1981, 1983; BAULIEU, 1996, 1997, 1998; BAULIEU
et al, 1999; COMPAGNONE & MELLON, 2000).

Assim, “neuroesterdides” foi o nome proposto para esses esterdides
referindo-se a sua origem incomum e para diferencia-los dos esterdides oriundos
dos orgaos estereoidogénicos classicos e o termo “neuroestereoidogénese” também
foi estabelecido (MELLON, 2007). Os principais neuroesterdides sao a progesterona,
a 5a-pregnane-ol-ona (alopregnenolona), a pregenenolona e a
desidroepiandrosterona e seus ésteres sulfatados (PREGS e DHEAS) (BAULIEU et
al, 1997, 1998, 1999; PLASSART-SCHIESS & BAULIEU, 2001; MELLON, 2007).
Estes esterdides, que eram classicamente conhecidos como precursores ou
metabdlitos, sem um papel ativo proprio, apresentaram efeitos importantes no SNC e
SNP, e desde o tempo de sua descoberta, os mecanismos e receptores através dos
quais eles exercem suas funcdes tém sido bastante estudados, assim como a
relagdo destes esterdides com o desenvolvimento de doengas neurodegenerativas
associadas com a idade (MELLON, 2007).

O termo neuroesterdide € muitas vezes aplicado a esterdides que sédo
formados a partir dos hormdnios circulantes dentro do sistema nervoso, tais como o
estradiol e a testosterona. O problema é que estes, ao contrario daqueles
sintetizados de novo, a partir do colesterol local, desaparecem deste tecido apos a
remogao cirurgica das glandulas estereoidogénicas. Entao, o critério para a definigao
de neuroesteréide € que, mesmo apdés a gonadectomia ou adrenalectomia, o

horménio deve persistir no sistema nervoso (SCHUMACHER et al, 2003). Dessa



forma, esterdides que sao formados exclusivamente a partir de precursores oriundos
da circulagdo, como os estrogénios, que derivam da aromatizagdo da
androstenediona e testosterona circulantes, ndao sao qualificados como
neuroesteroides (COMPAGNONE & MELLON, 2000). Nestes casos, o termo
aplicado é “esterdide neuroativo”. O termo “esterdide neuroativo” inicialmente foi
proposto a todos os esterdides sintéticos ou naturais que rapidamente alteram a
excitabilidade dos neurdnios ligando-se a receptores de membrana (PAUL &
PURDY, 1992). Este termo € usado frequentemente para designar esterdides
capazes de modificar as atividades bioldgicas no sistema nervoso, independente da
sua origem (STOFFEL-WAGNER, 2001; SCHUMACHER et al, 2003; DUBROVSKY,
2005).

Para verificar se os esterdides realmente eram sintetizados no encéfalo ou se
eles se acumulariam em regides especificas dos tecidos nervosos, diversos estudos
foram realizados para determinar se as enzimas envolvidas na esteroidogénese das
glandulas classicas eram responsaveis pela sintese dos neuroesterdides. E os
resultados encontrados foram que, de fato, estas enzimas estavam presentes no
sistema nervoso de diversas espécies durante o desenvolvimento e na vida adulta
(ZWAIN & YEN, 1999 a,b; COMPAGNONE & MELLON, 2000; SCUMACHER et al,
2003, VALLE et al, 2004, KOHCHI et al, 1998). A citocromo P450 scc, que é
caracteristica de todas as células estereoidogénicas, foi encontrada no sistema
nervoso de diferentes classes de vertebrados como anfibios, passaros, mamiferos,
incluindo o homem, mostrando sua importante fungdo ao longo da evolugao (LE
GOASCOGNE et al, 1987; TAKASE et al, 1999; TSUTSUI & YAMAZAKI, 1995,
COMPAGNONE & MELLON, 2000; STOFFEL-WAGNER 2001, 2003).

No encéfalo de humanos, apds a morte, a presenca das enzimas P450scc,
aromatase, 5a-redutase, 3a-hidroxiesteréide desidrogenase (3a-HSD) e 17p3-
hidroxiesterdide desidrogenase (17p-HSD) fornece evidéncias de que os
neurosterdides podem ser produzidos neste local. Contudo, o significado e a
importancia fisiopatolégica desta descoberta permanecem por ser elucidados
(STOFFEL-WAGNER 2001, MELLON 2007).

Os neuroesterdides s&o sintetizados no tecido nervoso em muitas categorias

celulares, incluindo oligodendrécitos, células de Schwann, astrocitos tipo 1 e



neurénios (PLASSART-SCHIESS & BAULIEU, 2001; ZWAIN & YEN, 1999b;
SCHUMACHER et al, 2000, 2001). A expressao das enzimas estereoidogénicas é
regulada conforme o grau de desenvolvimento, com algumas enzimas sendo mais
expressas apenas durante o desenvolvimento embrionario, enquanto outras séo
expressas durante este periodo e na vida adulta (COMPAGNONE & MELLON,
2000).

A maior parte das enzimas foi encontrada no cortex cerebral, no hipocampo,
no hipotalamo, no bulbo olfatério, nos nucleos da base, cerebelo e no tronco
encefalico de ratos adultos (VALLEE et al, 2004). A expresséo de algumas enzimas
também foi identificada em varias regides do sistema nervoso periférico de ratos
(MELLON et al, 2001). No rato adulto, foi encontrado o RNAm da P450scc mais
abundantemente no cértex e em menor extensdo na amigdala e no hipocampo,
tanto de ratos machos como de fémeas (COMPAGNONE & MELLON, 2000).

Embora muitas enzimas envolvidas na neuroesteroidogénese tenham sido
descritas no SNC e SNP, falta um entendimento detalhado de quais esterdides sdo
sintetizados em determinadas regides, assim como em que estagio do
desenvolvimento. De fato, este entendimento é bastante dificil, pois a sintese de
neuroesteroides envolve a cooperagao de diversos tipos celulares dentro do sistema
nervoso (SN) e também porque as diferentes enzimas envolvidas podem estar
localizadas no mesmo tipo celular (COMPAGNONE & MELLLON, 2000; MELLON et
al, 2001; DUBROVSKY 2005).

Os esteroides produzidos pelas gbnadas e supra-renais sdo secretados na
corrente sanguinea e alcangam suas células-alvo distantes, em baixas
concentracdes. Esta corresponde a forma enddocrina do modo de acdo dos
hormdnios. Por outro lado, os esterdides que sdo produzidos no SN pelos neurdnios
e células gliais atuam localmente via agdes autdcrinas e paracrinas, possivelmente
em concentragbe maiores do que aquelas consideradas fisiologicas para horménios
esterdides circulantes, presentes geralmente numa faixa nanomolar. Portanto, os
estudos farmacoldgicos que mostram os efeitos dos esterdides em concentragdes
micromolares sobre os sistemas de neurotransmissores, podem ter significancia

bioldégica. Porém, ainda é dificil comprovar, pois, a mensuragdo de concentragdes



em microambientes como nas fendas sinapticas nao é facil (SCHUMACHER et al,
2000; PLASSART-SCHIES & BAULIEU, 2001).

Os esterdides neuroativos podem regular a expressédo génica pela ligagéo a
receptores nucleares, ou a neurotransmissido, por sua acdo em canais idnicos de
membrana e em outros receptores de neurotransmissores (MELLON et al 2001,
PLASSART-SCHIES & BAULIEU, 2001). No modelo classico de acdo dos hormdnios
esteroides, eles ligam-se a receptores citosodlicos cognatos. Posteriormente, estes
receptores mudam sua conformacgdo pela dissociagdo de moléculas chaperonas
(proteinas de choque térmico-HSP) e o complexo esterdide/receptor transloca-se
para o nucleo onde se liga como homodimeros ou heterodimeros aos respectivos
elementos responsivos, localizados em regides regulatérias dos genes promotores
alvos no DNA. Apds, ocorre a sintese de RNA e a sintese de proteinas no citosol,
que podem ser enzimas, receptores ou horménios que executardo a adaptacédo ao
estimulo. Esta agao é tradicionalmente chamada de agdo genémica. Respostas para
este tipo de sinalizagdo hormonal podem levar muitas horas.

Porém, desde os anos 60, ha evidéncias de efeitos ndo-genbémicos mediados
por esteroides. A aldosterona rapidamente modifica (~3 minutos) a saida de soédio
em eritrocitos. Nao apenas o tempo € curto para a transcricdo, mas também estas
células ndo apresentam nucleo, portanto o efeito n&o poderia ser gendémico
(DUBROVSKY, 2005). Acdes rapidas de membrana dos esteréides tém sido
frequentemente qualificadas como “ndao-gendémicas”. Esses efeitos ndo-gendmicos
nao dependem da transcricdo génica ou da sintese protéica e implicam na
modulacdo por esterdides de proteinas regulatorias citoplasmaticas ou ligadas a
membrana plasmatica.

Os esterdides ligam-se e modulam diferentes tipos de receptores de
membrana tais como os ionotropicos, tais como o receptor do acido gama
aminobutirico tipo A (GABAa), receptores glutamatérgicos N-metil-D-aspartato
(NMDA), a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-acido isoxazolepropionico (AMPA) e cainato. O
papel modulatorio dos esterdides neuroativos incluem também sua influéncia em
receptores nicotinicos, muscarinicos e serotoninérgicos (PLASSART-SCHIESS &
BAULIEU, 2001; STOFFEL-WAGNER, 2003; RUPRECHT, 2003; DUBROVSKY,

2005; MELLON, 2007). A acao dos neuroesterdides nestes receptores resulta em



efeitos comportamentais associados a estes. A modulagdo de receptores para
GABAA e NMDA esta envolvida nos efeitos psicofarmacoélogicos dos esterdides e
permite explicar os efeitos anticonvulsivos, ansioliticos, antidepressivos e sedativos,
assim como sua influéncia na memoéria (SCHUMACHER et al, 2000). A estimulagéo
do GABAA\ por esterdides neuroativos leva a uma diminuicdo da ansiedade e tem
efeito anestésico e antiepilético (MELLON et al, 2001, DUBROVSKY, 2005).

Como regra pratica, os efeitos ndo-transcricionais podem ser sugeridos por:

(i) agdes muito rapidas para serem compativeis com a sintese de proteinas (isto
€, ocorre dentro de segundos a minutos, a partir da indugéo hormonal);

(i) acbes que podem ser reproduzidas na presenca de inibidores de RNA ou da
sintese protéica;

(iii) acbes que podem ser reproduzidas pelo uso de horménios esterodides ligados
a moléculas insoluveis na membrana celular;

(iv) agdes que sdo desencadeadas por hormoénios esterdides via ligagdo com
receptores contendo mutacbes que os tornam incapazes de ativar processos
transcricionais (SIMONCINI & GENAZZANI, 2003).

Porém, prefere-se evitar o termo “ndo-gendmico” porque as agdes nas
membranas celulares podem produzir mudangas a longo prazo nas células, podendo
modificar a expressao génica de algumas proteinas por ativarem vias de sinalizagao
intracelular. Diversas ag¢des bioldgicas relevantes dos esterdides associam-se com
este tipo de sinalizagdo. As cascatas reguladoras, tais como as proteinas cinases
ativadas por mitégenos (MAPK), cinases lipidicas (cinase do fosfatilinositol 3 - PI3-
cinase) e tirosina-cinases s&o moduladas por esterdides via mecanismos n&o-
transcricionais. Estas vias séo transdutoras de sinais iniciados por diferentes fatores
de crescimento e a ativacdo esta relacionada com eventos celulares importantes,
incluindo proliferacdo e sobrevivéncia celular. Além disso, foi demonstrada a
modulagdo por receptores para horménios esterdides de moléculas associadas a
membrana celular, tais como canais idnicos acoplados a proteina G (SIMONCINI &
GENAZZANI, 2003; SIMONCINI et al, 2003; BRYANT et al, 2006).

A PI3-cinase (PI3-K) é uma enzima amplamente expressa que regula diversos
processos celulares, tais como proliferacado, crescimento e apoptose. Essa enzima

fosforila principalmente os fosfolipidios de inositol. Diversos receptores de



membrana, especialmente os receptores tirosina-cinases e outros tipos de
receptores de membrana, entre eles alguns associados a proteina G, podem ativar a
PI13-K. Esta enzima é formada por duas subunidades: p-85 (regulatdria) e p-110
(catalitica), que estdo dissociadas e juntam-se no momento da ativagdo. A atividade
enzimatica primaria é a fosforilacdo de fosfatidilinositol (Pl-fosfolipidios de
membrana) na posicao D3 do grupo inositol, catalisando a sintese de mediadores
lipidicos que atuam como segundos mensageiros, transferindo a cascata de
sinalizacdo para proteinas cinases intracelulares. Os lipidios gerados sé&o
fosfatidilinositol 3,4 difosfato (Pl (3,4)P2) e o fosfatidilinositol 3, 4, 5 trifosfato
(PIP(3,4,5)P3), e estes ligam-se a moléculas que possuem dominios homdlogos a
pleckstrina (PH-Pleckstrin homology), recrutando-as para a membrana (KANDEL &
HAY, 1999; KRASILNIKOV, 2000; KIM & CHUNG, 2002).

Um dos alvos principais desta cascata de sinalizagdo, e dos segundos
mensageiros gerados pela ativagao da PI3-K, é a proteina cinase B (PKB) ou Akt. A
Akt é uma serina-treonina cinase que pertence a superfamilia de proteinas cinases
AGC (proteina cinase A dependente de AMPc/Proteina cinase G/Proteina cinase C)
que compartilham semelhanca estrutural dentro do dominio catalitico. Em
mamiferos, foram encontradas trés isoformas da Akt: PKBa/Akt1, PKBB/Akt2 e
PKBy/Akt3. A Akt1 é expressa na maioria dos tecidos. Akt2 é predominantemente
expressa em tecidos-alvo da insulina, tais como adipdcitos, figado e musculo
esquelético. Akt3 € menos amplamente expressa, sendo que sua expressao € alta
no encéfalo (SALE & SALE, 2007). A Akt é uma proteina citosdlica de 57kDa
envolvida com a regulagdo do metabolismo, do crescimento, da proliferacdo e da
sobrevivéncia celular. A ativacdo da Akt1 € um processo que envolve varias etapas e
proteinas. A ativagao da PI3-K por fatores de crescimento e por insulina resulta no
aumento dos segundos mensageiros lipidicos, os quais interagem com o dominio PH
da Akt1 recrutando esta cinase para a membrana plasmatica e expondo seus
residuos serina e treonina para a fosforilacdo por cinases associadas a membrana,
como a proteina-cinase dependente de fosfatidilinositol 1 e 2 (PDK-1 e 2-
Phosphoinositide-Dependent Kinase-1 e -2). A PDK1 fosforila a Akt1 no residuo de
treonina 308 da alca de ativacido e a PDK2 fosforila a Akt1 no residuo de serina 473
(KANDEL & HAY, 1999; KIM & CHUNG, 2002; SONG et al, 2005; SALE & SALE,



2007). Concentracdes relativamente baixas de espécies reativas de oxigénio (ERO),
tais como o peroxido de hidrogénio (H.O,) e o superdxido (02%), induzem a
proliferacdo celular por ativar a via PI3-K/Akt, pela ativacdo de receptores para
fatores de crescimento. Baixas concentragdes de ERO s&o importantes para regular
a proliferacdo e a diferenciagao celular, ao passo que altas concentragcbes sao
deletérias e podem induzir a apoptose (YOON et al, 2002). A cascata de sinalizagao
€ controlada negativamente por diversas fosfatases, incluindo a proteina fosfatase
tirosina 1B (PTB1B-protein tyrosine phosphatase 1B), fosfatase e tensina homoldga
ao cromossoma 10 (PTEN-phosphatase and tensin homolog on chromosome 10) e
fosfatidilinositdis contendo o dominio SH2 (SHIP2), todos inativados dentro de
moderadas condi¢gdes oxidativas. Na presenca de ATP e peroxido de hidrogénio, a
cinase do receptor de insulina é fosforilada, gerando acgéo catalitica na auséncia do
substrato (insulina). O balango entre a atividade das fosfatases e cinases determina
a taxa de fosforilagdo do receptor de insulina e dos diversos substratos-alvo, entre
eles a Akt (DROGE & SCHIPPER, 2007; SCHIMITT et al, 2005).

Uma vez ativada, a Akt dissocia-se da membrana plasmatica e fosforila
diversos substratos no citoplasma e no nucleo. A diversidade de substratos
identificados continua crescendo e ainda ha muito para comprender sobre seu papel
fisioldgico, especialmente no encéfalo (SALE & SALE, 2007). Na Figura 2, alguns

subtratos da Akt s&o apresentados.
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Figura 2: Substratos alvos da Akt (Figura modificada de Sale & Sale, 2007)

A Akt pode regular o metabolismo da glicose em diversos niveis, pois
aumenta a captagcado de glicose em tecidos resposivos a insulina aumentando a
expressao dos transportadores de glicose, GLUT1 e GLUT3 (BARTHEL et al, 1999),
e induz a translocagao de GLUT4 para a membrana plasmatica (KHON et al, 1996).
A Akt também ativa a sintese de glicogénio através da inativagcdo da GSK3p
(glicogénio sintase cinase 3), o primeiro substrato identificado para Akt. Esta ultima
enzima também exerce diversas agdes em sistemas de sinalizagdo intracelular
participando da regulagdo da sintese de proteinas, da proliferagao e diferenciagao

celular, dindmica de microtubulos, motilidade celular e da apoptose (CHIN et al,
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2005; GRIMES & JOPE, 2001; JOPE & JOHNSON, 2004). A ativagdo da Akt resulta
na inativagdo da GSK3p pela fosforilagdo dos residuos de serina N-terminal. Outros
substratos como os fatores de transcricio BAD, caspase-9 e Forkhead,
componentes da maquinaria apoptética, sao inibidos pela Akt, evitando a apoptose
(KIM & CHUNG, 2002). O fator de transcrigdo nuclear kB (NF-kB) é um regulador
chave da resposta imunologica e sua desregulacdo esta relacionada com o
desenvolvimetno de diversas doencgas autoimunes e cancer, e € um outro fator alvo
da Akt implicado na sobrevivéncia celular (KANE et al, 1999). A Akt esta envolvida
na sobrevivéncia de diversos tipos celulares, incluindo neurdnios (KULIK & WEBER,
1998), onde a ativagao da Akt por fatores de crescimento aumenta a sobrevivéncia
neuronal inibindo a apoptose (DATTA et al, 2002; BRAZIL et al, 2002).

Devido a seus diversos substratos e suas respectivas funcdes, a Akt pode ser
o principal eixo na sinalizagao celular, um componente central que conecta diversos
sinais de entrada para a promocdao da diversidade de suas respostas,
desempenhando um papel fisiolégico importante. Devido a sua versatil fungéo
(envolvimento na regulagéo de diversos fendmenos biolégicos), o erro nesta via de
sinalizacdo pode estar na origem de diversas doencas. De fato, a elevada
fosforilagcdo da via da Akt esta implicada na angiogénese e na progressao de
tumores. A desregulacdo ou a elevada expressédo da Akt foi encontrada em diversos
tipos de cancer, com uma incidéncia maior de 50% em alguns casos. Por outro lado,
sua inativacdo pode estar relacionada com a diminuigcdo da captagao de glicose e
resisténcia a insulina (SALE & SALE, 2007; KIM & CHUNG, 2002; SONG et al, 2005;
KANDEL & HAY, 1999;). Além disso, recentes estudos usando modelos in vivo,
relatam sua fungao nos processos de envelhecimento e diabetes. Por outro lado, a
atividade da Akt esta reduzida em pacientes com diabete do tipo Il (SALE & SALE,
2007). A diminuicdo da atividade PI3K/Akt relaciona-se com alteragbes das
concentracdes das moléculas sinalizadoras para estas vias, tais como insulina e
fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-l1), bem como alteragdes dos
substratos do receptor de insulina (IRS) e do receptor IGF-I (IGF-IR), fatores que
estdo modificados com o envelhecimento e na diabete.

No envelhecimento, ha uma perda progressiva das fung¢des, diminuindo a

habilidade do organismo de responder a fatores estressores, aumentando o
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desequilibrio homeostatico e a incidéncia de doencgas tendo a morte como ultima
consequéncia (WEINERT & TIMIRAS, 2003). Este declinio funcional ocorre dentro
das células individuais e dentro de organismos como um todo. A expectativa de vida
depende tanto do envelhecimento biolégico como das circunstancias da vida do
organismo. Ha dois séculos, a média de vida estava em torno de 24 anos devido a
elevada mortalidade infantil, a higiene precaria e a inexisténcia de tratamentos
eficazes para doengas infecciosas (FUTTERMAN & LEMBERG, 2000). Porém, com
o desenvolvimento de principios de higiene, do grande avango da medicina e da
abundante producgao alimentar, a expectativa média em muitos paises desenvolvidos
atingiu 80 anos ou até mais (JACKSON et al, 2003). O contigente de idosos daqui a
30 anos vai representar 40% da populagdo da Alemanha, do Japdo e da Italia.
Estima-se que, em 2050, a expectativa de vida nos paises desenvolvidos sera de
87,7 anos para homens e 92,5 para mulheres ao passo que nos paises em
desenvolvimento, sera de 82 e de 86 anos, respectivamente (Fnuap-IBGE, 2007-

http://www.ibge.gov.br). Concomitante a esse aumento, as causas de morte também

se modificaram, com as doengas infecciosas dando Ilugar para doencgas
cardiovasculares, cancer, diabete melito, Alzheimer e Parkinson (KATIC & KAHN,
2005; ARUMUGAM et al, 2006). De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude
(World Health Organization — http://www.who.int), mais de 180 milhées de pessoas

no mundo sofrem de diabete melito e este numero podera duplicar dentro de 15
anos. Estima-se que as desordens neurodegenerativas, como Alzheimer e
Parkinson, afetam 20 milhdes de individuos em todo o mundo e a incidéncia destas
doencas relaciona-se com o0 aumento da expectativa de vida da populagao
(MAYEUX, 2003). Esta evolugdo demografica tem aumentado a necessidade de
desenvolver estratégias terapéuticas para promover um envelhecimento adequado,
definido como baixa probabilidade de doencgas, alta capacidade cognitiva e fisica e
compromisso ativo na vida (LE FUR et al, 2002).

Estudos bioldgicos, epidemioldgicos e demograficos geraram inumeras
teorias na tentativa de identificar a causa ou o processo do envelhecimento
(WEINERT & TIMIRAS, 2003). Porém, as diferentes teorias ndo séo exclusivas e se
sobrepdem, pois operam em diversos niveis de organizag&do funcional. As teorias

formuladas para explicar o envelhecimento tém sido agrupadas em categorias:
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celular, molecular e de sistemas, as quais, em geral, indicam quatro processos
fisiolégicos importantes para a longevidade: estabilidade genética, encurtamento do
teldmero, resisténcia a estresse e controle do metabolismo (KATIC & KAHN, 2005).
De acordo com a teoria do envelhecimento programado, o envelhecimento depende
do reldgio biolégico que regula o plano de duragédo da vida ao longo de todos os
estagios do crescimento, desenvolvimento, maturidade e idade avancada. Esta
regulacdo dependeria dos genes, que ligam e desligam sequencialmente sinais dos
sistemas nervoso, endocrino e imunoldgico, responsaveis pela manutengdo da
homeostasia celular, bem como da ativacdo de respostas defensivas. Dentro da
categoria celular encontra-se a teoria dos radicais livres, proposta por Harman, em
1956, que sugeriu que a formagao de radicais livres durante o metabolismo aerdbio
causa dano oxidativo cumulativo, existindo uma diminuicdo da capacidade de
degradagao de moléculas oxidadas, alteragdo do DNA mitocondrial e redugédo das
defesas antioxidantes, resultando em envelhecimento e, por fim, na morte. Os
radicais livres podem reagir e potencialmente danificar as macromoléculas das
células como proteinas, acidos nucléicos e lipidios (HARMAN, 1956, 1992). A
oxidagao de proteinas, em geral, desequilibra 0 metabolismo celular e as vias de
sinalizagao. A lipoperoxidacao prejudica a sinalizacéo celular e a regulagao iénica da
membrana. Esta teoria é bem sustentada devido aos elevados niveis de dano a
proteinas, a membrana lipidica e ao DNA encontrados em diversas estruturas de
animais velhos (VALKO et al, 2007). Na categoria molecular, o dano ao DNA leva a
mutacdes que resultam na desregulacdo da expressao génica ou na producao
anormal de proteinas. O aumento do dano oxidativo no sistema nervoso central
relacionado com a idade foi associado ao aumento da lipoperoxidagdo, do dano
protéico e das modificagbes oxidativas do DNA mitocondrial e nuclear (SIQUEIRA et
al, 2005 a, b; HAMILTON et al, 2001). O aumento dos radicais de oxigénio e das
espécies reativas de oxigénio no envelhecimento relaciona-se com o processo de
neurodegeneragcdo e com o declinio cognitivo (BERR et al, 2000; SERRANO &
KLANN, 2004; HU et al, 2006). Além do aumento do dano oxidativo relacionado com
o envelhecimento em diversas estruturas do SNC, ha uma diminuicao das defesas
antioxidantes, o que também esta relacionado com o déficit cognitivo (SIQUEIRA et
al, 2005 a, b; BERR et al, 2000).
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Na teoria dos sistemas, o envelhecimento esta relacionado com o declinio da
funcdo de sistemas essenciais para o controle e manutengdo de outros 6rgaos e
sistemas e para a habilidade do organismo de comunicar-se e adaptar-se com o
meio no qual vive. Dentro desta categoria ha a teoria neuroendocrina, que propde
que as mudangas das fungbes neuronais e enddcrinas sao cruciais para: 1)
comunicagao e responsividade coordenada entre todos os sistemas em relagdo ao
ambiente externo; 2) programacao de respostas fisiologicas ao estimulo externo e 3)
manutencdo de um funcionamento ideal para a reprodugcdo e a sobrevivéncia
(WEINERT & TIMIRAS, 2003).

Nos individuos velhos, as mudangas enddcrinas resultam em declinio das
funcdes relacionadas com a responsividade tecidual assim como a reducdo da
secrecdo de glandulas periféricas. Isto estd associado com modificagdes dos
mecanismos centrais que controlam a organizagao temporal da liberagédo hormonal,
com uma diminuigdo dos ritmos hormonais, circadianos ou ndo.Todas as glandulas
endocrinas estdo sujeitas aos efeitos do envelhecimento e muitas fungdes
enddcrinas estdo tao interligadas que a redugao funcional de uma glandula afeta
desfavoravelmente as demais. Com o envelhecimento, ha uma redugdao da
capacidade de sintese protéica, declinio das fungdes imunoldgicas, aumento da
massa gorda, diminuigdo da massa muscular e for¢a, diminuicdo da densidade
mineral éssea, resisténcia a insulina, risco cardiovascular e depressao. As variacdes
individuais na redug¢ao das habilidades cognitivas e o desenvolvimento de desordens
afetivas e doencas neurodegenerativas com o envelhecimento sugerem que a
deterioracdo ndo é apenas o resultado da idade por si s6 e provavelmente
representa uma falha na adaptacdo a mudangas homeostaticas associada com o
envelhecimento (MATTSON & MAGNUS, 2006). Esse declinio da habilidade de
resistir e responder as alteragdbes homeostaticas relaciona-se com trés sistemas
hormonais, os quais tém seus niveis hormonais diminuidos com o envelhecimento:
estrogénio (menopausa) e testosterona (andropausa), DHEA e DHEAS
(adrenopausa) e o eixo do horménio de crescimento (GH) /IGF-1 (somatopausa)
(LAMBERTS et al, 1997; CHAHAL & DRAKE, 2007). As modifica¢cdes dos niveis
hormonais com o envelhecimento podem gerar um impacto negativo no sistema

nervoso. Em humanos, esta mudanga esta associada com a progressao de
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desordens neurodegenerativas e com o aumento de sintomas depressivos
(AZCOITIA et al, 2003; SONNTAG et al, 2005). Por outro lado, tendo em vista que o
encéfalo é um importante centro de controle enddocrino, o encéfalo envelhecido
também pode estar envolvido nas altera¢gdes hormonais.

Estudos relizados em diversos organismos, incluindo nematdédios, passaros e
roedores, evidenciaram que a sinalizagdo celular insulin-like no sistema nervoso
pode controlar a duragcdo da vida, talvez por modular a resposta ao estresse e o
metabolismo energético. Interessantemente, a restricdo calérica em roedores é
associada a maior duracdo da vida, com o aumento do fator neurotréfico derivado do
encéfalo (BDNF) e da sinalizagdo celular PI3-K/Akt no encéfalo e aumento da
sensibilidade periférica a insulina, sugerindo um mecanismo pelo qual o encéfalo
controla seu tempo de vida (MATTSON, 2002).

Insulina e fatores semelhantes a insulina (IGF-1 e IGF-ll) representam a
familia de hormoénios/fatores de crescimento que regulam o metabolismo, o
crescimento, a diferenciacdo celular e a sobrevivéncia em diversos tecidos de
mamiferos. Estes efeitos sdo mediados por dois receptores similares préximos,
receptor de insulina e receptor de IGF tipo I, ambos expressos na membrana celular.
Estes receptores estdo presentes no musculo esquelético, figado, tecido adiposo,
mas também em células endoteliais e sistema nervoso central (HAVRANKOVA et al,
1978). O IGF-I é produzido no figado e outros 6rgaos em resposta ao GH e exerce
efeitos hormonais, paracrinos e autocrinos em diferentes tecidos, inclusive o sistema
nervoso. Tanto IGF-1 como seu receptor estdo presentes no encéfalo e exercem
importantes fungdes no desenvolvimento e fungdes neuronais. O RNAm do IGF-I foi
encontrado no bulbo olfatério, hipocampo, hipotalamo, cerebelo, estriado e cortex de
ratos adultos jovens (GARCIA-SEGURA et al, 1991; WERTHER et al, 1990).

Existe grande similaridade entre os sistemas de sinalizagdo da insulina e do
IGF-1 em leveduras, vermes, mosca, mamiferos e humanos e isto sugere que este
sistema surgiu no inicio da evolugdo e que € um componente central de um sistema
antienvelhecimento, o qual é conservado desde leveduras até o ser humano,
regulando a resisténcia ao estresse oxidativo, o metabolismo, a ingestao alimentar e

a duracgao da vida. Além disso, a complexidade da via insulina/IGF-1 aumentou com
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a evolugao, por exemplo, moscas e passaros possuem apenas um receptor para
ambos (KATIC & KAHN, 2005).

No SNC, o IGF-I atua como um fator tréfico durante o desenvolvimento e
como um neuromodulador na vida adulta. Os receptores de IGF-I se expressam
amplamente no encéfalo adulto e o IGF-I regula varios eventos funcionais, como a
neurogénese, a plasticidade sinaptica, o aprendizado e a memoéria. O IGF-I também
participa na resposta do tecido nervoso a injuria e a neurodegeneragao (TORRES-
ALEMAN, 1999; ZHENG et al, 2000). IGFs sao potentes agentes neurotréficos, cuja
expressao aumenta apdés injuria e que protegem os neurénios do hipocampo contra
a toxicidade amiloide e outras toxinas (DORE et al, 1997). O aumento do IGF-I no
encéfalo poderia promover a sobrevivéncia neuronal e a longevidade (COLE &
FRAUTSCHY, 2007).

Os niveis de IGF-I e de seu receptor do tipo | diminuem em diversas regides
do encéfalo durante o envelhecimento normal (SONNTAG et al, 1999). A
administragcao de IGF-1 em animais velhos pode aumentar a taxa de utilizagao de
glicose em torno de 11-14% no cortex, na regao CA1 do hipocampo e no nucleo
arqueado do hipotalamo, amenizando a reducgéo da utilizagdo de glicose associada
com o envelhecimento (LYNCH et al, 2001). No encéfalo, a insulina atua como uma
molécula neuroendocrina e neuromodulatéria, participando do crescimento e
sobrevivéncia neuronal (GASPARINI & XU, 2003).

A hiperglicemia cronica da diabete determina a superproducdo de radicais
livres e isto contribui para as complicagdes fisiopatolégicas desenvolvidas na
doencga, envolvendo doencas cardiacas, retinopatia e dano em nervos periféricos e
sistema nervoso central (van DAM et al, 1995, ARAGNO et al, 1999, 2000, 2002,
2006). A diabete melito esta associada com déficits cognitivos moderados e com
alteracgdes neurofisioldgicas e estruturais no encéfalo, uma condicédo que pode ser
chamada de encefalopatia diabética (BIESSELS et al, 2002; ARVANITAKIS et al,
2004). O IGF-1 é um fator neurotrofico relacionado com a patogénese das desordens
neuroldgicas da diabete (ISHII, 1995). Tan & Baxter, 1986, encontraram baixos
niveis circulantes de IGF-I (reducdo de 50%) em pacientes diabéticos do tipo 1 e 2.
A expressao génica do IGF-I diminuiu no encéfalo e em nervos periféricos de ratos
diabéticos tipo 1 e 2 (ISHII et al, 1994; WUARIN et al, 1994). Além disso, a perda da
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atividade IGF-1 em animais nao diabéticos pode mimetizar os sintomas dos
disturbios neuroldgicos da diabete (LUPIEN et al, 2003).

A expressdao do receptor de insulina no cortex frontal diminui nos ratos
diabéticos do tipo 1, mas ndo no tipo 2. Porém, ha diminui¢gdo do receptor de IGF-I
nos dois modelos experimentais quando comparados com o grupo controle, assim
como ha redugao da Akt fosforilada e da GSK3p fosforilada (LI et al, 2007).

Em hipocampo de ratos com diabete induzida por estreptozotocina, a reducéo
do desempenho cognitivo foi associada com alteragdo da plasticidade hipocampal e
estas mudancgas foram revertidas com a administracédo de insulina (BIESSELS et al,
1998). Em modelo de ratos pré-diabéticos BB/WOR, houve disfungdo cognitiva
progressiva e esta estava associada com a supressado das acgdes da insulina e do
IGF-1 e com a apoptose dos neurbnios do hipocampo (LI et al 2002). O tratamento
com DHEA diminui o aumento de H;O, e a redugao das defesas antioxidantes
induzidos pela diabete no hipocampo e estas alteragdes estao relacionadas com a
reducdo da ativacdo do NF-kB. Este é ativado por exposicdo ao estresse oxidativo
crénico e seria responsavel pelo dano e pela morte neuronal relacionados com a
diabete (ARAGNO et al, 2002). O estresse oxidativo induzido pela hiperglicemia
crbnica em homogeneizados de figado, de rins e de encéfalo de ratos diabéticos
também é reduzido com o tratamento crénico com DHEA (ARAGNO et al, 1999). O
tratamento com DHEA diminuiu o desequilibrio oxidativo induzido por isquemia
transitoria seguida de reperfusdo em sinaptossomas obtidos do encéfalo de ratos
diabéticos e normoglicémicos (ARAGNO et al, 2000). Portanto, o efeito antioxidante
da DHEA, nestes estudos, poderia promover neuroprotecdo contra o estresse
oxidativo induzido pela hiperglicemia cronica, em modelos de ratos diabéticos.

DHEA e DHEAS sao os horménios esterdides mais abundantes e apresentam
efeitos cardioprotetores, antidiabéticos, antiobesidade e produzem melhora da
funcdo imunoldgica. Além disso, sugere-se que DHEA e DHEAS tém acéo
neuroprotetora em diversos modelos experimentais (BAULIEU & ROBEL, 1998;
BAULIEU et al, 2000). Estes horménios exercem efeitos neuroprotetores in vitro e in
vivo em modelos de isquemia cerebral, hiperglicemia, estresse oxidativo e
substancias citotoxicas (ARAGNO et al, 1999, 2000, 2002; BASTIANETTO et al,
1999; MAO & BARGER, 1998; LI et al 2001; XILOURI & PAPAZAFIRI, 2006). Devido
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a suas propriedades antienvelhecimento, sugeriu-se o seu papel como horménio da
juventude (BAULIEU,1996). Diferentemente da sintese do cortisol, que nao é
afetada pelo envelhecimento, a principal mudanga relacionada com a idade no
cortex da supra-renal humana é a diminuicdo da biossintese de DHEA e DHEAS
(ORENTREICH et al, 1992; LABRIE, 1997). O nivel sanguineo de DHEA, a maior
parte circulante na forma DHEAS, atinge o pico aos 20 anos e declina rapidamente e
marcadamente apds os 25 anos. Em torno dos 80 anos, os niveis de DHEA sao 10-
20% menores do que a concentragdo presente nos jovens. Estudos transversais
descrevem uma associagao entre o declinio de DHEAS e doencas cardiovasculares,
cancer de mama, baixa densidade mineral 6ssea, depressao, diabete do tipo 2 e
Alzheimer. Estas descobertas levaram a popularizagdo da DHEA nos Estados
Unidos, onde este horménio € disponivel como um suplemento alimentar, assim
como na Europa. Embora sejam recomendadas doses diarias em torno de 10 a 50
mg/dia, a DHEA também é vendida em tabletes de 100, 200 e até mesmo 400 mg e
doses de até 1600mg sdo usadas. Muito se questiona a respeito da administragéo
de DHEA revertendo os efeitos do envelhecimento pois ha viabilidade comercial,
difundida fora da rede farmacéutica, sem evidéncia cientifica adequada (ALLOLIO &
ARLT, 2002; GURNELL & CHATTERJEE, 2001). A ciéncia até agora nao encontrou
a pilula magica para reverter o processo do envelhecimento e a questdo do
hormonio da juventude ainda continua (CHAHAL & DRAKE, 2007).

A DHEA ¢ sintetizada principalmente no cortex da supra-renal e transformada
pela sulfatransferase na prépria glandula e no figado em DHEAS, um “reservatorio”
circulante de DHEA (RAVAGLIA et al, 1996). DHEA e DHEAS foram os primeiros
esterdides identificados no encéfalo de ratos adultos mesmo apds gonadectomia e
adrenalectomia, como anteriormente citado (CORPECHOT et al, 1981; 1983). O
RNA mensageiro para P450c17, enzima que converte a 17-hidroxi pregnenolona em
DHEA, foi encontrado em cultura celular de astrocitos e de neurdnios de roedores
(STROMSTEDT & WATERMAN, 1995; ZWAIN & YEN, 1999 a,b). Astrocitos e
neurdnios do cortex cerebral e hipotalamo, em cultura, podem sintetizar DHEA a
partir da PREG, mas esta sintese € inibida na presenca da microglia (ZWAIN & YEN,
1999a, AKWA et al, 1993). Astrocitos e neurbnios do coértex cerebral de ratos

neonatais expressam P450c17 e sintetizam DHEA a partir de PREG. Entretanto, os
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neurdnios corticais produzem niveis baixos de DHEA e de androstenediona
comparados com os astrocitos (ZWAIN & YEN, 1999a). Astrécitos hipotalamicos
produzem DHEA numa quantidade 3 vezes maior do que aquela produzida por
astrocitos corticais (ZWAIN & YEN, 1999a). Tanto astrécitos corticais como
hipotalamicos possuem a capacidade de metabolizar a DHEA a testosterona e a
estradiol (ZWAIN & YEN, 1999a). As altas taxas de producado e de metabolismo da
DHEA em astrocitos hipotalamicos sugerem que este horménio esteja envolvido na
regulagcdo da fungcdo neuronal hipotaléamica, particularmente em neurénios que
secretam o horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH) (ZWAIN & YEN, 1999a).
Hojo e colaboradores, 2004, encontraram P450c17 no hipocampo de ratos adultos,
contrapondo um estudo anterior que encontrou esta enzima em neurbnios
especificos do encéfalo de roedores, apenas no periodo embrionario
(COMPAGNONE et al, 1995).

Por outro lado, a DHEA também pode ser produzida no SN por uma reagao
quimica que nao requer a presenca da P450c17 e que envolve a formacao de
hidroperéxidos. Esta hipotese esta baseada na observacao de que a DHEA pode ser
sintetizada de forma independente da P450c17 e dependente de Fe** em cultura de
oligodendrdcitos e de astrocitos de ratos (CASCIO et al, 2000). Porém, é improvavel
que isto ocorra in vivo pois a concentracdo de ferro necessaria para induzir a
producdo de DHEA nas células que nado possuem P450c17 esta fora dos padrdes
fisiologicos (COMPAGNONE & MELLON, 2000). O tratamento de oligodendrdcitos
com o peptidio beta-amiléide, o qual aumenta a formacao de espécies reativas de
oxigénio (ERO), também aumenta a sintese de DHEA (BROWN et al, 2000). Este
dado sugere que a sintese local de DHEA por células gliais em resposta a ERO e
peptidio beta-amildide pode desempenhar um papel importante na sobrevivéncia
neuronal (SCHUMACHER et al, 2003).

A barreira hematoencefalica é permeavel a DHEA. Porém, seu conjugado
sulfatado é hidrofilico e, ao contrario da DHEA, n&o atravessa a barreira. Portanto, a
formacdo de compostos sulfatados provavelmente ocorra no proprio SN
(SCHUMACHER et al, 2000).

DHEA e DHEAS estao envolvidas em diversas atividades funcionais no SNC

e SNP, participando do crescimento de neuritos, atuando na neuroprotegdo contra
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danos provocados por aminoacidos excitatérios e situagdes citotoxicas induzidas por
estresse oxidativo, isquemia-reperfusédo e hiperglicemia. A DHEA também pode ter
acao antioxidante e promover a sobrevivéncia neuronal inibindo a apoptose
(ARAGNO et al, 1999, 2000, 2002; BASTIANETTO et al, 1999; XILOURI et al, 2007;
KARISHMA & HERBERT, 2002; KAASIK et al, 2001; LI et al, 2001; BUCOLO et al,
2005).

O pré-tratamento com DHEA (10-100mM) em cultura celular primaria de
células hipocampais de rato protege contra a toxicidade induzida por peréxido de
hidrogénio e nitroprussiato de sodio. Além disso, nestas mesmas concentragoes,
DHEA também evitou a oxidacéo lipidica por peroxido de hidrogénio/sulfato de ferro
tanto em tecidos hipocampais de pacientes com a doenca de Alzheimer como
também do grupo controle (BASTIANETTO et al, 1999). Portanto, este dado sugere
que o tratamento com DHEA em doengas neurodegenerativas associadas com a
idade poderia ser neuroprotetor.

Todavia, os mecanismos através dos quais DHEA e DHEAS exercem seus
efeitos ainda ndo foram plenamente esclarecidos. Estes esterdides modulam a
funcdo de receptores de membrana para neurotransmissores, tais como NMDA,
GABAA e receptores sigma (SCHUMACHER et al, 2000; BAULIEU & ROBEL, 1998).
Foi demonstrado que a DHEA e a DHEAS modulam a neurotransmiss&o gabaérgica
e glutamatérgica. A neuroprotecédo induzida por DHEAS poderia ser atribuida a
modulacao do receptor GABAA (SOUSA & TICKU, 1997). O efeito da DHEA na
neurogénese parece ser mediado via receptores NMDA, pois o tratamento com
DHEA em neurbnios neocorticais causa um aumento sustentado do calcio
intracelular, podendo potencializar os efeitos do NMDA (MELLON et al , 2001). O
tratamento agudo com DHEA via injecao intratecal em ratos com lesdo do nervo
ciatico tem acdo pronociceptiva e tal fato parece ser mediado via receptores sigma-
1, pois com a presenga de um antagonista para este receptor o efeito da DHEA foi
abolido (KIBALY et al, 2008). Liu e Dillon (2002) caracterizaram um sitio de ligagcéo
especifico para DHEA na membrana plasmatica de células endoteliais de aorta
bovina. O tratamento com DHEA de células endotelias de vasos bovinos e de
humanos aumentou a producéo de oxido nitrico e a formag&o de monofosfato ciclico

de guanosina (GMPc), inibiu a apoptose, e tais efeitos foram mediados por proteinas
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de membrana acopadas a proteina G (LIU et al, 2007; LIU & DILLON, 2004). Sitios
de ligacao intracelulares especificos para DHEA também foram encontrados em
linfocitos T de camundongos e de humanos (MEIKLE et al, 1992; OKABE et al,
1995), na musculatura lisa vascular humana (WILLIAMS et al, 2002) e no figado de
rato (KALIMI & REGELSON, 1988). Porém, um receptor nuclear especifico para este
horménio nunca foi convincentemente identificado (WIDSTROM & DILLON, 2004).

DHEA e DHEAS exercem fungdes diferentes no crescimento de neuritos, em
neurbnios em cultura preparados a partir do cortex cerebral de camundongos
embrides. Enquanto DHEA aumenta a extensdo axonal, DHEAS aumenta o
crescimento de dendritos. Este efeito pode explicar a habilidade da DHEA de
aumentar a comunicagdo neuronal no encéfalo pelo aumento de processos
neuronais, reforcando a conexao entre os neurbnios, e aumentando a sobrevivéncia
e a diferenciagcao neuronal e glial, fator importante para seus efeitos na cognicéo e
no aprendizado (COMPAGNONE & MELLON, 2000,1998). O tratamento de ratas
ovarectomizadas com DHEA, 1mg/dia, durante dois dias, aumentou a formacao de
espinhos dendriticos em neurénios do hipocampo (HAJSZAN et al, 2004).

A primeira evidéncia de que a DHEA poderia atuar como neuroprotetora, foi
feita por Roberts e colaboradores, 1987, demonstrando seu papel preventivo na
morte neuronal em culturas cerebrais e induzindo a diferenciacdo de astrécitos. Em
modelos de isquemia cerebral e da medula espinal, DHEA reduziu a injuria neuronal
e glial (MALIK et al, 2003). DHEA e DHEAS também protegem culturas neuronais
hipocampais contra a neurotoxicidade mediada por glutamato (CARDOUNEL et al,
1999; DUBROVSKY, 2005). Mao e Barger, 1998, mostraram que a DHEAS protege
neurénios hipocampais contra a neurotoxicidade induzida por glutamato, enquanto
pouca protecao é obtida com doses equivalentes de DHEA. Em culturas primarias de
hipocampo, DHEA protegeu neurdnios contra a toxicidade induzida por NMDA
(KIMONIDES et al, 1998). Em estudos realizados in vivo, implantes subcutaneos de
DHEA protegem neurénios hipocampais contra a infusdo unilateral de NMDA
(KIMONIDES et al, 1998). DHEA também protege os neurbnios dos efeitos toxicos
induzidos por corticosterona (KIMONIDES et al, 1999). O tratamento de ratos adultos
com DHEA estimula a proliferagdo de neurbnios granulares dentro da formacgéo
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hipocampal por antagonizar os efeitos inibitérios dos glicocorticéides (KARISHMA &
HERBERT, 2002).

Em cultura primaria de células granulosas cerebelares de ratos, DHEAS
evitou o dano induzido pela privagdo de oxigénio e glicose. Esse efeito foi mais
proeminente quando a DHEAS foi adicionada 48 horas antes da indugao da injuria.
Além disso, foi também observado protecao parcial contra a toxicidade induzida por
NMDA, colchicina, 1-metil-fenil-piridina e glutamato. DHEAS diminuiu as
caracteristicas apoptéticas (fragmentagdo do DNA e condensacéo e fragmentagéo
nuclear). Porém, a acado neuroprotetora foi inibida quando o agonista GABAa
(pentobarbital) e o antagonista (picrotoxina) GABAa foram acrescentados (KAASIK et
al, 2001).

Analogos sintéticos de neuroesterdides enddgenos, como alopregnenolona e
DHEA, inibem a morte celular induzida por excitotoxidade ao NMDA em células
neuronais P-19 de camundongos (XILOURI et al, 2007). A apoptose induzida por
NMDA é um evento que desempenha um papel fisiopatolégico importante no SNC
ap6s trauma, acidente vascular e em muitas doengas neurodegenerativas
(ARUNDINI & TYMIANSKI, 2004). O pré-tratamento (2h) com DHEA protege as
células epiteliais da retina contra o estresse oxidativo induzido pelo perdxido de
hidrogénio. O dano ao DNA induzido pelo estresse oxidativo foi menor com o pré-
tratamento (BUCOLO et al, 2005).

Em um modelo de isquemia cerebral por 10 minutos, o implante subcutaneo
de DHEA, 12 dias antes do procedimento para isquemia, e analise apds 7 dias da
regido hipocampal que sofreu injuria, ndo apresentou diferenga entre os grupos
tratados nas doses de 25mg e 50 mg comparados com o grupo placebo. Porém, na
doses de 100mg houve uma redugéao da injuria neuronal da area hipocampal CA1 (LI
et al, 2001). Estes achados sugerem que os neurosterdides podem servir como
neuroprotetores enddégenos contra a neurotoxicidade aguda ou crénica, atuando em
conjunto com diversos mecanismos para evitar e ou proteger neurénios da morte
celular.

DHEA em cultura de precursores neuronais embriogénicos, oriundos do
prosencéfalo de ratos, promove uma diminuicdo da apoptose enquanto a DHEAS

aumenta a apoptose. Estes dados sugerem que durante a neurogénese no
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desenvolvimento do cértex, DHEA e DHEAS regulam a sobrevivéncia neuronal
(ZHANG et al, 2002). Porém, um outro estudo utilizando células neuronais
hipotalamicas GT1-7, um modelo de neurbnios GnRH, privadas de soro, a DHEA
induziu apoptose (LIN et al, 2004).

Altas concentragcbes de DHEA (concentragdes micromolares) podem ter
efeitos neurotdxicos e estes efeitos foram mediados pela inibicdo do complexo um
da cadeia respiratéria mitocondrial (SAFIULINA et al, 2006). O padrdo de
neurotoxicidade produzido por DHEA foi similar aos produzidos por componentes
inibitérios do complexo |, pois como estes, a DHEA prejudicou o metabolismo
energético em neurdnios em cultura primaria de células granulares cerebelares,
células mesencefalicas e corticais de ratos neonatais e induziu a morte neuronal.
Além disso, a adicdo de DHEA 0,6% na dieta de camundongos com 3 meses de
idade durante 3 meses (média 14mg/camundongo/dia) levou a perda neuronal no
cortex cerebral e hipocampo e induziu déficits cognitivos (SAFIULINA et al, 2006).
Este estudo sugere que o uso prolongado de altas doses de DHEA poderia produzir
forte inibicdo do complexo 1 da cadeia respiratéria mitocondrial no encéfalo de
humanos e, portanto, promover alteragdes neurotoxicas. Dessa forma, séao
necessarios estudos epidemiolégicos para verificar se 0 uso prolongado de altas
doses de DHEA estaria associado a complicagbes neuroldgicas. Portanto, as
concentracdes de DHEA podem ser cruciais na promocéo da neuroprotecao versus
neurotoxicidade (MELLON, 2007).

Os efeitos da DHEA e DHEAS podem ser mediados tanto por sua conversao
em androgénios e em estrogénios como por agao direta em neurdnios e células
gliais (SCHUMACHER et al, 2000; ZWAIN & YEN, 1999 a,b). Alguns efeitos da
DHEA podem ser bloqueados pelo uso de inibidores da aromatase, enzima que da
origem ao estradiol a partir de androgénios, sugerindo que estes efeitos seriam
mediados pelo estradiol (VEIGA et al., 2003). Em neurénios do hilo do hipocampo de
ratos induzidos a morte neuronal por acido cainico, a DHEA exerceu um efeito
protetor. Porém, este efeito foi abolido na presenga de fadrozole, um inibidor da
aromatase, bloqueando a formacgao de estradiol (VEIGA et al, 2003). O tratamento
de ratas ovarectomizadas com DHEA, 1mg/dia, durante dois dias, aumentou a

formagao de espinhos dendriticos em neurénios do hipocampo. Todavia, este efeito
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da DHEA foi mediado por sua aromatizacdo em estradiol tendo em vista que o
inibidor da enzima, letrozole, inibiu o efeito da DHEA (HAJSZAN et al, 2004).

O estradiol regula a expressséo génica, a sobrevivéncia neuronal e glial e a
transmissao sinaptica (McEWEN, 2002). O estradiol tem efeitos neuroprotetores e
propriedades reparadoras e evita a perda neuronal e cognitiva em diversos modelos
experimentais de neurodegeneracdo (GARCIA-SEGURA et al, 2001). Tratamento
prolongado com altas concentragbes de 17-f estradiol protege a formagao
hipocampal, os nucleos da base e a amigdala, de ratos machos e fémeas recém-
nascidos, contra o dano induzido por hipoxia-isquemia (NUNEZ et al, 2007). Assim
como em outros tecidos, os efeitos do estradiol no SN podem ser exercidos pela
ativagdo dos receptores nucleares o e B (ERa e ERp). Além disso, ele pode
desempenhar acdes rapidas no SN pela interagdo com compartimentos da
membrana plasmatica e citoplasma em neurdnios e em células gliais (BEYER et al,
2003, KELLY et al, 2002). Por outro lado, as a¢des neuroprotetoras deste esteroide
podem estar relacionadas com sua propriedade antioxidante (BEHL, 2002). No
musculo cardiaco de ratas castradas, o aumento da lipoperoxidacdo estava
relacionado com a reducédo dos niveis de estrogénio. Porém, a lipoperoxidagdo no
musculo cardiaco de ratos machos castrados, ndo sofreu alteragdo. Assim, o
estresse oxidativo pode estar relacionado com o género e com as diferentes
concentragdes de hormdnios secretados pelas gbnadas (BARP et al, 2002). Um dos
fatores que pode regular a sinalizagéo do estradiol € o IGF-1, um dos hormdnios que
declinam com a idade. No encéfalo, ha uma abundante coexpressao de receptores
para estrogénio e receptores para IGF-I na mesma célula e ambos cooperam na
neuroprotecdo, em modelo excitotdxico de injuria hipocampal in vivo e em modelos
experimentais da doenca de Parkinson (MENDEZ et al, 2005). O receptor de
estrogénio o, num processo dependente do hormdnio, pode fisicamente interagir
com o receptor de IGF e com as proteinas da cascata abaixo do substrato do
receptor de insulina e PI3-K, aumentando a sinalizagado IGF-1 no encéfalo (MENDEZ
et al, 2005). As acgbes neuroprotetoras do estradiol podem ser em parte mediadas
pela ativacao, via cascata de sinalizagao do receptor IGF-I, da cinase antiapoptética
Akt. O estradiol também regula a interagcao do receptor oo com GSK3 e B-catenina,

uma outra molécula envolvida na regulagdo da sobrevivéncia neuronal e
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reorganizagao do citoesqueleto. Além disso, o estradiol controla a interacdo das
proteinas Tau associadas com os microtubulos, como GSK3p e elementos da PI3-K
(subunidade 85), e reduz a hiperfosforilagdo Tau, um dos marcadores moleculares
da doengca de Alzheimer (CARDONA-GOMEZ et al, 2004). Em parte, as
propriedades neuroprotetoras do estradiol sdo mediadas por receptores de
estrogénio, que estdo expressos em diferentes regides do encéfalo, mas néao
exclusivamente em neurdnios (SHUGHRUE et al, 1997). Além disso, o estradiol tem
efeito rapido em neurbnios, o que pode estar relacionado a formas de receptores
estrogénicos de membrana ou com a associagdo dos receptores intracelulares
classicos com compartimentos membranosos especificos (TORAN-ALLERAND et al,
2002). Efeitos rapidos do estradiol na membrana incluem a ativagdo de vias de
sinalizagado acopladas com receptores tirosina-cinases (CARDONA-GOMEZ et al,
2002; ZHANG et al, 2001). Em neurdnios do hipocampo de ratos submetidos a
neurotoxidade por beta-amildide, o estrogénio tem efeito protetor pela ativagao da
Akt (ZHANG et al, 2001). No hipotalamo de ratos adultos, a ativagédo da via P13-K/Akt
ocorre devido a interagdo do estradiol e do IGF-1 (CARDONA-GOMEZ et al, 2002).
Estradiol e IGF-lI interagem no hipotalamo para regular a fungdo neuronal, a
plasticidade sinaptica e eventos neuroenddcrinos. O efeito do estradiol na
sinalizagdo do receptor IGF-1 no hipotalamo de ratas ovarectomizadas adultas,
resulta, entre 6 e 24 horas, na fosforilagdo da cinase regulada por sinais
extracelulares (extracellular signal- regulated kinase — ERK) e da Akt/PKB
(CARDONA-GOMEZ et al, 2002). De fato, apés a ligagdo com estradiol, o0 ERa
fisicamente e funcionalmente acopla-se com a subunidade regulatéria da PI3-K,
disparando entdo uma ativacdo da subunidade catalitica e aumentando a produgao
intracelular de fosfoinositdis (SIMONCINI et al, 2000). Em neurdnios do hipocampo
de ratos machos submetidos a isquemia cerebral, o pré- tratamento crénico com
estradiol aumentou a ativagao da Akt, e tal fato estava relacionado com a ativacao
da PI3-K pela interagdo com o ERa (WANG et al, 2006). Em ratas ovarectomizadas
tratadas com estradiol, e submetidas a injuria cerebral pela oclusdo da artéria
cerebral média por 24 horas, houve fosforilagdo da Akt e inibigdo da GSK3p. Além
disso, em cultura de células hipocampais (HT22), o estradiol evitou a diminuigdo da

fosforilacdo da Akt e da GSK3p induzida pela toxicidade ao glutamato (KOH et al,
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2006). Portanto, o estradiol desempenha efeito protetor importante contra injurias
encefalicas e a modulacdo da Akt por este esterdide pode mediar seus efeitos
neuroprotetores.

Dessa forma, é possivel que o estradiol e a DHEA utilizem mecanismos de
sinalizagcdo semelhantes, devido tanto as suas semelhangas quimicas, como
também pela capacidade da DHEA de modular as concentragdes de IGF-1, bem
como de seus receptores no SNC (RIBEIRO & GARCIA-SEGURA, 2002). Por outro
lado, devido ao metabolismo esteroidogénico do SNC, o fato de que a conversao
dos esterdides em seus derivados pode ocorrer no local, com diferentes perfis
farmacoldgicos, precisa ser considerado quando se avalia as propriedades clinicas
dos esterdides neuroativos.

O entendimento dos mecanismos moleculares através dos quais as acodes
nao-gendmicas dos esteroides ocorrem e suas agdes sao exercidas representa um
ponto chave para a elaboragdo de novas ferramentas farmacoldgicas para as
terapias hormonais e para enriquecer a discussao sobre a relagao risco/beneficio da
reposicdo hormonal. Além disso, ndo se conhece completamente quais os
mecanismos de acao pelos quais a DHEA exerce suas fungdes no sistema nervoso
central e qual a importancia de seus efeitos.

Portanto, a investigagdo dos efeitos da DHEA sobre a via da Akt pode ser de
suma importancia para esclarecer os mecanismos de acdo que podem estar
envolvidos com as suas fungées no SNC, como a neuroprotegdo contra injurias. Por
outro lado, o conhecimento sobre os mecanismos de sinalizacdo que envolvem suas
funcbes pode acrescentar dados importantes para a sua utilizacdo terapéutica e
para o desenvolvimento de protocolos adequados de tratamento com DHEA no
envelhecimento, na diabete e em doencas neurodegenerativas, nos quais 0s

processos de neurodegeneragao estdo presentes em diferentes graus.



2. HIPOTESE

Diante do que foi relatado a respeito da DHEA e de seus efeitos no SNC tanto
in vitro como in vivo e das modificacbes funcionais do SNC relacionadas com o
envelhecimento e com a diabete, este estudo propde que o tratamento com a DHEA
pode modular a via da Akt no hipotalamo e no hipocampo em diferentes modelos

experimentais in vivo, os quais envolvem maior ou menor dano ao SNC.



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho teve como objetivo investigar o efeito da administracdo de
desidroepiandroterona (DHEA) sobre a modulacéo da proteina Akt no hipotalamo e
no hipocampo de ratos machos em diferentes modelos experimentais, para avaliar
um possivel mecanismo intracelular pelo qual este esterdide pode exercer suas

funcdes nestas estruturas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Avaliar o efeito do tratamento agudo com DHEA em diferentes concentragdes
para investigar um possivel efeito dependente da dose e do tempo de
tratamento na expressdo das proteinas Akt fosforilada e da Akt total no
hipocampo e no hipotalamo de ratos machos adultos.

2) Avaliar o efeito do tratamento cronico com DHEA na expressao das proteinas
Akt fosforilada e da Akt total no hipocampo e no hipotalamo de ratos machos
adultos e velhos, para avaliar o efeito deste esterdide na modulagao da via da
Akt no SNC em animais com diferentes idades.

3) Avaliar o efeito do tratamento cronico com DHEA na expressao das proteinas
Akt fosforilada e da Akt total no hipocampo e no hipotalamo de ratos machos

adultos diabéticos.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, com 3, 13, 18 e 21 meses de idade
provenientes do Biotério do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul.

Os animais foram mantidos em temperatura controlada (22-24° C), com ciclo
claro/escuro de 12 horas, em caixas de plastico Plexiglas de 49 x 34 x 16cm, com
assoalho contendo maravalha. Os animais foram separados em grupos de no
maximo cinco animais por caixa, com livre acesso a ragao e agua.

Os procedimentos experimentais a que os animais foram submetidos
obedeceram as normas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo

Animal (COBEA - http://www.cobea.org.br) e o projeto foi encaminhado ao Comité de

Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

4.2 Protocolo Experimental

O estudo foi subdividido em duas etapas com os seguintes protocolos

experimentais:

1) Protocolo experimental para o tratamento agudo:

1.1) Agudo 6 horas: ratos com trés meses de idade receberam uma injecao
intraperitoneal (i.p.) com 1, 5, 10 ou 50 mg/kg de DHEA e foram
decapitados apds 6 horas.

1.2) Agudo 24 horas: ratos com trés meses de idade receberam uma injegcao
intraperitoneal com 1, 5, 10 ou 50 mg/kg de DHEA e foram decapitados

apos 24 horas.

2) Grupo experimental com tratamento crénico:
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2.1) Tratamento de animais com diferentes idades : ratos com 3, 13, 18 e
21 meses de idade receberam uma injecdo subcutanea de DHEA
(10mg/kg) por semana durante 5 semanas.

2.2) Tratamento de animais diabéticos: ratos com 3 meses de idade foram
induzidos a diabete com streptozotocina e receberam uma injegao

subcutanea DHEA (10mg/kg) por semana durante 5 semanas.

4.3. Farmacos

Para os grupos experimentais que receberam tratamento agudo, a
desidroepiandrosterona (DHEA) (CALBIOCHEM, San Diego, EUA) foi diluida em
solugdo de [-ciclodextrina (FLUKA, Sigma Aldrich) a 20% em &agua destilada,
constituindo-se quatro diferentes concentragcdes: 1 mg/kg, 5 mg/kg, 10mg/kg e 50
mg/kg. Os grupos controle receberam injecao i.p de solugdo de B-ciclodextrina a
20%. As solugbdes foram preparadas no mesmo dia da aplicagao das injecoes.

Para os grupos experimentais com tratamento crénico, a DHEA foi diluida em
Oleo vegetal (Salada Especial, Blinge) e administrada na concentracéo de 10 mg/kg.

Os grupos controle receberam apenas 6leo em um volume de 0,5 mL/kg.

A diabete foi induzida por uma unica injegéo i.p. de estreptozotocina (STZ —
Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA) 70 mg/kg (TAKEUCHI et al., 1994).
A STZ foi diluida em tampao citrato de sédio (0,01M, pH 4,5) e injetada até 10
minutos apds sua diluicdo. Os animais controle receberam o mesmo volume de

tampao citrato de sodio.
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4.4 Procedimentos Experimentais

4.4.1 Validacdo do modelo experimental da Diabete:

A glicemia dos animais foi avaliada em duas coletas de sangue. A primeira
coleta de sangue foi realizada no quarto dia apds a injegao i.p de STZ ou tampdo. A
segunda coleta de sangue foi realizada no final da quinta semana. Foram
considerados diabéticos aqueles animais que apresentaram concentracédo de glicose
plasmatica superior a 250mg/dL (PACKER et al., 2000).

O sangue foi retirado da veia caudal dos ratos e colocado em tubo de ensaio
previamente heparinizado para evitar a coagulacdo. Apéds, foi realizada
centrifugacédo a 1.000 x g por 10 minutos para separacao do plasma. O plasma foi
armazenado para posterior analise da glicemia plasmatica. A glicemia foi
determinada pelo teste colorimétrico enzimatico Glicose PAP Liquiform (Kit
Enzicolor, LABTEST Diagndstica).

4.4.2. Sacrificio dos Animais

Apos o término de cada protocolo experimental, os animais foram mortos por
decapitacdo entre 10-12horas da manha. Os encéfalos foram rapidamente retirados,
o hipocampo e o hipotalamo foram dissecados e imediatamente congelados em gelo
seco para posteriormente serem homogeneizados e preparados para realizar a

técnica de Western Blot.

4.4.3. Homogeneizacao

Hipocampo e Hipotdlamo foram homogeneizados (Homogeneizador tipo

Potter-NT, Nova Técnica) em tampao de lise (NaCl 150 mM; Tris 20 mM; EDTA
5mM, Glicerol 10%, NP40 1%) contendo leupeptina a 25 ug/mL e PMSF (fluoreto de
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fenil metil sulfonila) na concentraggo de 1mM em isopropanol. Para a
homogeneizagdo do hipocampo e do hipotalamo, utilizou-se 500uL e 250uL de
tampao de lise, respectivamente. Em seguida, os homogeneizados foram
centrifugados por 10 min a 7.000 x g a 4 °C ( Sorval RC 5B-rotor, SS-34, Du Pont
Instruments, EUA) e o sobrenadante foi retirado e congelado em freezer a — 70°C

para analises posteriores.

4.4.4. Expressao da Akt pela técnica de Western Blot

Apo6s quantificagdo de proteinas pelo método de Bradford (1976), foi utilizado
o sistema mini-protein (Bio-Rad) para a separac¢ao das proteinas por eletroforese em
gel SDS-PAGE a 10% (gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio). O
homogeneizado foi preparado com tampéao de carga (Tris 65mM, SDS 10%, glicerol
50%, azul de bromofenol 0,1%) na concentragdo de 90ug/50uL de proteina. Para a
identificacdo do peso molecular das proteinas de interesse, utilizou-se marcador de
peso molecular RPN800 (Amersham Pharmacia). Antes de serem submetidas a
eletroforese a 120v por 3 horas, as amostras foram aquecidas a 100°C durante 2
minutos em banho seco (modelo 330-3D, Nova Etica). A eletroforese foi efetuada na
presenca de tampao de corrida, contendo de glicina 192mM, Tris 25mM e SDS
0,1%, pH 8,3. A separacido das proteinas foi monitorada pelo azul de bromofenal,
presente no tampao de amostra e pelo marcador de peso molecular. A seguir, o gel
de poliacrilamida foi retirado das placas de vidro e colocado no moddulo de
eletrotransferéncia em contato com a membrana de nitrocelulose (Hybond,
Amersham) e coberto com tamp&o de transferéncia (Tris 25mM, glicina 192mM e
metanol a 20%, pH 8,3). A transferéncia foi efetuada a 100v por 60 minutos.

Para o bloqueio das ligagdes a proteinas inespecificas, as membranas foram
incubadas com albumina bovina (Sigma) a 1% em TTBS (Tris 20mM, NaCl 140mM e
Tween 20 a 0,05%) por 60 minutos. ApOos o bloqueio, as membranas foram
incubadas por, no minimo, 12 horas em agitagao constante a 4°C com o anticorpo

primario anti-Akt fosforilada (Ser 473) policlonal (coelho) na diluicdo de 1:500 em
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TTBS ou anti-Akt policlonal (cabra) na diluicdo de 1:1.000, ambos contendo BSA 2,5
% e azida sddica a 1%. Os anticorpos utilizados foram provenientes da Santa Cruz
Biotechnology.

A seguir, as membranas foram lavadas com TTBS (trés periodos de 10
minutos cada) e incubadas com o segundo anticorpo durante duas horas sob
agitacado constante em temperatura ambiente na diluicado de 1:10.000 em TTBS. Os
anticorpos secundarios peroxidados utilizados foram anti-cabra (Santa Cruz
Biotechnology) e anti-coelho (Zymed Laboratories). Antes de proceder a revelagéo
por quimiluminescéncia as membranas foram lavadas com TBS (Tris 20mM e NaCl
140mM).

A reacdo de quimiluminescéncia ocorreu por meio do sistema de detecgéo
baseado em substratos luminescentes (luminol e acido p-cumarico), com exposi¢cao
das membranas ao filme radiografico Hyperfilm (Amersham) por aproximadamente 1
minuto, seguido das incubagdes nas solugdes de revelagao: revelador, acido aceético
(10%) e fixador (1 minuto cada incubac&o). Todos os procedimentos de revelagéo
foram realizados em uma camara escura.

A autorradiografia gerada foi analisada por meio de analisador de imagem e
quantificador (Image Master VDS, Pharmacia Biotech). A densitometria obtida para
as bandas da Akt e da Akt fosforilada foi corrigida por uma banda inespecifica obtida
pela coloracdo com Red Ponceau S, sendo os resultados expressos em unidades

arbitrarias.
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4.5. Andlise Estatistica

Os resultados foram apresentados como média * desvio padrdo da média em
valor percentual referente ao grupo controle considerado em cada protocolo
experimental. O tamanho amostral de cada grupo esta representado nas figuras
referentes a cada analise. O calculo do tamanho amostral foi baseado em um estudo
anterior do laboratorio (RIBEIRO & GARCIA-SEGURA, 2002) e, a partir de
resultados iniciais deste estudo, foi utilizado o programa estatistico PEPI 3,0 que
indicou o0 numero de 4 animais em cada grupo experimental com um poder de 80% e
nivel de significancia de 0,05.

Foi aplicada analise de variancia (ANOVA) de uma via para a analise dos
resultados referentes ao experimento agudo de 6 e de 24 horas. Para a analise do
tratamento crénico com DHEA em ratos com diferentes idades e em ratos diabéticos,
foi realizado ANOVA de duas vias, utilizando-se o tratamento e a idade, e o
tratamento e a doenga como fatores independentes. Para a analise da glicemia, foi
realizado teste t de Student para a primeira coleta e ANOVA de duas vias para a
segunda coleta, sendo considerado, neste ultimo caso, o tratamento e a doenca
como fatores independentes. Foi utilizado o teste post hoc de comparagdes multiplas
de Student-Newmann-Keuls. O nivel de significancia considerado foi de 5% (P<0,05)
para se admitir diferencas entre os grupos. O programa Sigma Stat 2.0 foi utilizado

como ferramenta computacional para a analise dos dados.



5. RESULTADOS

5.1. Grupos experimentais submetidos ao tratamento agudo

5.1.1. Hipocampo apés 6 horas de tratamento com DHEA

No hipocampo de ratos tratados com 50 mg/kg de DHEA houve um aumento
na relacao Akt fosforilada/Akt total apds 6 horas comparando-se com todos os outros
grupos. A expressao da proteina Akt fosforilada aumentou na dose de 50 mg/kg
comparando-se com o controle e com as doses 1mg/kg e 10mg/kg. Porém, a
expressdo da Akt total ndo foi modificada com nenhuma das doses testadas em
relagdo ao controle, nem entre as diferentes doses de DHEA. Estes resultados estao

apresentados nas Figuras 3 e 4.
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Figura 3: Expressao da relagao Akt fosforilada/Akt total no hipocampo apds 6 horas
de tratamento com DHEA. A) Bandas representativas das proteinas Akt fosforilada e
Akt total. B) Relagao Akt fosforilada/Akt total com valores expressos como média +
desvio padrdao em unidades arbitrarias considerando-se o controle 100%. C=
controle (veiculo); 1= 1 mg/kg; 10= 10 mg/kg; 50= 50 mg/kg. n=3 para C e n=4 para
os demais grupos. *P<0,05 em relag&o a todos os outros grupos. ANOVA de uma via

seguida do teste de Student Newmann Keuls.
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Figura 4: Akt fosforilada e Akt total no hipocampo apds 6 horas de tratamento com
DHEA. A) Akt fosforilada. B) Akt total. Os valores estdo expressos como média +
desvio padrdo em unidades arbitrarias considerando-se o controle 100%. C=
controle (veiculo); 1= 1 mg/kg; 10= 10 mg/kg; 50= 50 mg/kg. n=3 para C e n=4 para
os demais grupos. *P<0,05 em relagao a todos os outros grupos. ANOVA de uma via

seguida do teste de Student Newmann Keuls.
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5.1.2. Hipocampo apos 24 horas de tratamento com DHEA

No hipocampo de ratos tratados com 5, 10 ou 50 mg/kg houve um aumento
na relacdo Akt fosforilada/Akt total apds 24 horas comparando-se com O grupo
controle. A expressao da proteina Akt fosforilada aumentou na dose de 50 mg/kg
comparando-se com o controle e com as doses 5mg/kg e 10mg/kg. A expressao da
Akt total aumentou na dose de 50 mg/kg comparando-se com o controle, com a dose
de 5 mg/kg e com a dose de 10 mg/kg. Estes resultados estdo apresentados nas

Figuras 5 e 6.
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Figura 5: Expressao da relagao Akt fosforilada/Akt total no hipocampo apés 24 horas
de tratamento com DHEA. A) Bandas representativas das proteinas Akt fosforilada e
Akt total. B) Relagao Akt fosforilada/Akt total com valores expressos como média +
desvio padrao em unidades arbitrarias considerando-se o controle 100%. C=
controle (veiculo); 5= 5 mg/kg; 10= 10 mg/kg; 50= 50 mg/kg. n=4. *P<0,05 em
relagdo ao grupo controle. ANOVA de uma via seguida do teste de Student

Newmann Keuls.
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Figura 6: Akt fosforilada e Akt total no hipocampo apds 24 horas de tratamento com
DHEA. A) Akt fosforilada. B) Akt total. Os valores estdo expressos como média +
desvio padrao em unidades arbitrarias considerando-se o controle 100%. C=
controle (veiculo); 5=5 mg/kg; 10=10 mg/kg; 50= 50 mg/kg. n=4. *P<0,05 em relacéo
a todos os outros grupos. ANOVA de uma via seguida do teste de Student Newmann

Keuls.
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5.1.3. Hipotalamo apds 6 horas de tratamento com DHEA

No hipotalamo de ratos tratados com DHEA, a relagdo Akt fosforilada/Akt total
apoés 6 horas nao foi modificada em nenhuma dose testada. Além disso, a expressao
da Akt fosforilada assim como da Akt total também n&o foi modificada com o

tratamento. Estes resultados estdo apresentados nas Figuras 7 e 8.
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Figura 7: Expressao da relagcao Akt fosforilada/Akt total no hipotalamo apds 6 horas
de tratamento com DHEA. A) Bandas representativas das proteinas Akt fosforilada e
Akt total. B) Relacdo Akt fosforilada/Akt total com valores expressos como meédia +
desvio padrdo em unidades arbitrarias considerando-se o controle 100%. C=
controle (veiculo); 1= 1 mg/kg; 10= 10 mg/kg; 50= 50 mg/kg. n=4. ANOVA de uma

via.
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Figura 8: Akt fosforilada e Akt total no hipotdlamo apds 6 horas de tratamento com
DHEA. A) Akt fosforilada. B) Akt total. Os valores estdo expressos como média +

desvio padrao em unidades arbitrarias considerando-se o controle 100%. C=

controle (veiculo); 1=1 mg/kg; 10=10 mg/kg; 50= 50 mg/kg. n=4. ANOVA de uma via.
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5.1.4. Hipotalamo apds 24 horas de tratamento com DHEA

No hipotalamo de ratos tratados com 50 mg/kg de DHEA, houve um aumento
na relacdo Akt fosforilada/Akt total apds 24 horas comparando-se com o grupo
controle, com o grupo tratado com 1mg/kg e com o grupo tratado com 10mg/kg. A
expressdao da proteina Akt fosforilada também aumentou na dose de 50 mg/kg
comparando-se com o controle e com as doses 1mg/kg e 10mg/kg. Porém, a
expressao da Akt total ndo foi modificada em nenhuma das doses testadas. Estes

resultados estdo apresentados nas Figuras 9 e 10.
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Figura 9: Expressao da relagao Akt fosforilada/Akt total no hipotalamo apds 24 horas
de tratamento com DHEA. A) Bandas representativas das proteinas Akt fosforilada e
Akt total. B) Relacdo Akt fosforilada/Akt total com valores expressos como média +
desvio padrdao em unidades arbitrarias considerando-se o controle 100%. C=
controle (veiculo); 1= 1 mg/kg; 10= 10 mg/kg; 50= 50 mg/kg. n=4. *P<0,05 em
relagdo ao grupo controle e as demais doses. ANOVA de uma via seguida do teste

de Student Newmann Keuls
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Figura 10: Akt fosforilada e Akt total no hipotdlamo apds 24 horas de tratamento com
DHEA. A) Akt fosforilada. B) Akt total. Os valores estdo expressos como média +
desvio padrao em unidades arbitrarias considerando-se o controle 100%. C=
controle (veiculo); 1= 1 mg/kg; 10= 10 mg/kg; 50= 50 mg/kg. n=4. *P<0,05 em
relacdo a todos os outros grupos. ANOVA de uma via seguida do teste de Student

Newmann Keuls.



47

5.2. Grupos experimentais submetidos ao tratamento crénico:

5.2.1. Tratamento com DHEA em diferentes idades

5.2.1.1. Hipocampo
5.2.1.1.1. Experimento 1: comparagao entre os grupos com 3 e com 13 meses de
idade

Considerando-se a média dos valores do grupo de ratos com 3 meses de
idade tratados com veiculo (6leo) como controle 100%, a relagdo Akt fosforilada/Akt
total no hipocampo de ratos com 13 meses administrados com o veiculo foi
significativamente menor em comparagdo com o grupo de 3 meses que também
recebeu veiculo. Além disso, a relacdo Akt fosforilada/Akt total no hipocampo de
ratos com 13 meses tratados com DHEA foi menor em relagdo ao grupo da mesma
idade tratado com o veiculo. A expressdo da Akt fosforilada também diminuiu no
grupo 13 meses veiculo comparando-se com o grupo controle 3 meses. A expressao
da Akt fosforilada foi menor no hipocampo de ratos com 13 meses tratados com
DHEA comparando-se com o grupo da mesma idade tratado com o veiculo. Por
outro lado, a expressao da Akt total aumentou no hipocampo do grupo 13 meses
veiculo comparando-se com o controle 3 meses. A expressido da Akt total aumentou
no hipocampo de ratos com 13 meses de idade tratados com DHEA em relagao ao
grupo da mesma idade tratado com o veiculo. Estes resultados estdo apresentados

nas Figuras 11 e 12.
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Figura 11: Expressdo da relagdo Akt fosforilada/Akt total no hipocampo apds
tratamento crénico com DHEA em ratos com 3 e com 13 meses de idade. A) Bandas
representativas das proteinas Akt fosforilada e Akt total. O= o6leo (veiculo), D=
DHEA. B) Relagao Akt fosforilada/Akt total com valores expressos como média +
desvio padrdo em unidades arbitrarias considerando-se o grupo de 3 meses Oleo
como controle 100%. n=4 para os grupos 3 meses 6leo e 3 meses DHEA; n=5 para
os grupos 13 meses 6leo e 13 meses DHEA. *P<0,05 em relagéo ao grupo controle;
#*P<0,05 comparando-se com o grupo 13 meses 6leo. ANOVA de duas vias seguida

do teste de Student Newmann Keuls.
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Figura 12: Akt fosforilada e Akt total no hipocampo apds tratamento crénico com
DHEA em ratos com 3 e com 13 meses de idade. A) Akt fosforilada. B) Akt total. Os
valores estido expressos como média = desvio padrao em unidades arbitrarias
considerando-se o grupo de 3 meses 6leo como controle 100%. n=4 para os grupos
3 meses 6leo e 3 meses DHEA; n=5 para os grupos 13 meses 6leo e 13 meses
DHEA. *P<0,05, comparando-se com o0 grupo 3 meses 06leo; #P<0,05, comparando-

se com o grupo 13 meses oleo. ANOVA de duas vias seguida do teste de Student

Newmann Keuls.
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5.2.1.1.2. Experimento 2: comparagao entre os grupos com 3 e com 18 meses de
idade

Considerando-se a média dos valores do grupo de ratos com 3 meses de
idade tratados com veiculo (6leo) como controle 100%, a relagéo Akt fosforilada/Akt
total no hipocampo de ratos com 3 meses de idade administrados com DHEA foi
significativamente menor em comparagdo com o grupo 3 meses de idade tratado
com o veiculo. A relagao Akt fosforilada/Akt total no hipocampo do grupo com 18
meses administrados com veiculo foi menor em relagdo ao grupo controle 3 meses.
Além disso, a expressdo da Akt fosforilada também diminuiu comparando-se o grupo
3 meses DHEA com o grupo controle. A expressao da Akt fosforilada foi menor no
hipocampo do grupo 18 meses veiculo comparando-se com o grupo controle 3
meses. Por outro lado, a expressdo da Akt fosforilada no grupo com 18 meses
tratado com DHEA aumentou em relagdo ao grupo com 18 meses tratado com
veiculo. A expressédo da Akt total aumentou no hipocampo de ratos do grupo 18
meses tratados com DHEA comparando-se com o grupo da mesma idade que

recebeu veiculo. Estes resultados estdo apresentados nas Figuras 13 e 14.
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Figura 13: Expressdo da relagdo Akt fosforilada/Akt total no hipocampo apds
tratamento crénico com DHEA em ratos com 3 e com 18 meses de idade. A) Bandas
representativas das proteinas Akt fosforilada e Akt total. O= 6leo, D= DHEA. B)
Relacao Akt fosforilada/Akt total com valores expressos como média + desvio padrao
em unidades arbitrarias considerando-se o grupo de 3 meses 6leo como controle
100%. n=4 para os grupos 3 meses 0Oleo e 18 meses 0Oleo; n=5 para os grupos 3
meses DHEA e 18 meses DHEA. *P<0,05 em relacédo ao grupo controle. ANOVA de

duas vias seguida do teste de Student Newmann Keuls.
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Figura 14: Akt fosforilada e Akt total no hipocampo apds tratamento crénico com
DHEA em ratos com 3 e com 18 meses de idade. A) Akt fosforilada. B) Akt total. Os

valores estido expressos como média = desvio padrao em unidades arbitrarias

considerando-se o grupo de 3 meses 6leo como controle 100%. n=4 para os grupos

3 meses 6leo e 18 meses 6leo; n=5 para os grupos 3 meses DHEA e 18 meses

DHEA. *P<0,05 comparando-se com o grupo 3 meses 0leo; #*P<0,05, comparando-

se com o grupo 18 meses oleo. ANOVA de duas vias seguida do teste de Student

Newmann Keuls.
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5.2.1.1.3. Experimento 3: comparagao entre os grupos com 3 e com 21 meses de
idade

Considerando-se a média dos valores do grupo de ratos com 3 meses de
idade tratado com veiculo (6leo) como controle 100%, a relagdo Akt fosforilada/Akt
total hipocampo de ratos com 3 e com 21 meses de idade n&o foi modificada com o
tratamento crénico com DHEA nem com o veiculo. A expressao da Akt fosforilada
diminuiu no hipocampo do grupo 21 meses veiculo comparando-se com O grupo
controle 3 meses. A expressao da Akt fosforilada foi maior no hipocampo do grupo
com 21 meses de idade tratados com DHEA comparando-se com o grupo 21 meses
veiculo. A expressao da Akt total no hipocampo do grupo 21 meses veiculo diminuiu
comparando-se com o grupo controle 3 meses. Por outro lado, a expressao da Akt
total aumentou no grupo 21 meses tratados com DHEA comparando-se com o grupo
da mesma idade tratado com veiculo. Estes resultados estdo apresentados nas

Figuras 15 e 16.
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Figura 15: Expressdo da relagdo Akt fosforilada/Akt total no hipocampo apds
tratamento crénico com DHEA em ratos com 3 e com 21 meses de idade. A) Bandas
representativas das proteinas Akt fosforilada e Akt total. O= 6leo, D= DHEA. B)
Relacao Akt fosforilada/Akt total com valores expressos como média + desvio padrao
em unidades arbitrarias considerando-se o grupo de 3 meses 6leo como controle
100%. n=4 para os grupos 3 meses 0leo, 3 meses DHEA e 21 meses DHEA; n=3

para o grupo 21 meses 6leo. ANOVA de duas vias.
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Figura 16: Akt fosforilada e Akt total no hipocampo apds tratamento crénico com
DHEA em ratos com 3 e com 21 meses de idade. A) Akt fosforilada. B) Akt total. Os
valores estdo expressos como média + desvio padrdo em unidades arbitrarias
considerando-se o grupo de 3 meses 6leo como controle 100%. n=4 para 0s grupos
3 meses oOleo, 3 meses DHEA e 21 meses DHEA; n=3 para o grupo 21 meses 6leo.
*P<0,05 comparando-se com o grupo 3 meses 0leo; *P<0,05 comparando-se com o

grupo 21 meses 6leo. ANOVA de duas vias seguida do teste de Student Newmann

Keuls.
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5.2.1.2. Hipotalamo
5.2.1.2.1. Experimento 1: comparacao entre os grupos com 3 e com 13 meses de
idade

Considerando-se a média dos valores do grupo de ratos com 3 meses de
idade tratado com veiculo (6leo) como controle 100%, a relagado Akt fosforilada/Akt
total no hipotalamo de ratos com 13 meses de idade administrados com o veiculo foi
significativamente menor em comparagdo com o grupo controle 3 meses. Além
disso, a relagao Akt fosforilada/Akt total no hipotalamo de ratos com 13 meses
tratados com DHEA foi menor em relagdo ao grupo 13 meses que recebeu veiculo.
A expressao da Akt fosforilada também diminuiu no hipotalamo do grupo 13 meses
tratados com DHEA comparando-se com o grupo 13 meses tratados com veiculo.
Por outro lado, a expressao da Akt total ndo foi modificada em ratos com 3 e com 13
meses de idade tanto com o tratamento crénico com DHEA como também com o

veiculo. Estes resultados estdo apresentados nas Figuras 17 e 18.
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Figura 17: Expressdo da relagdo Akt fosforilada/Akt total no hipotalamo apds
tratamento crénico com DHEA em ratos com 3 e com13 meses de idade. A) Bandas
representativas das proteinas Akt fosforilada e Akt total. O= 6leo, D= DHEA. B)
Relacao Akt fosforilada/Akt total com valores expressos como média + desvio padrao
em unidades arbitrarias considerando-se o grupo de 3 meses 6leo como controle
100%. n=4 para os grupos 3 meses 6leo e 3 meses DHEA; n=5 para os grupos 13
meses 6Oleo e 13 meses DHEA. *P<0,05 em relacdo ao grupo 3 meses de idade
dleo; *P<0,05 comparando-se com o grupo 13 meses oleo. ANOVA de duas vias

seguida do teste de Student Newmann Keuls.
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Figura 18: Akt fosforilada e Akt total no hipotalamo apds tratamento crénico com
DHEA em ratos com 3 e com 13 meses de idade. A) Akt fosforilada. B) Akt total. Os
valores estdo expressos como média + desvio padrdo em unidades arbitrarias
considerando-se o grupo de 3 meses 6leo como controle 100%. n=4 para 0s grupos
3 meses 6leo e 3 meses DHEA; n=5 para os grupos 13 meses 0Oleo e 13 meses
DHEA. ¥P<0,05 comparando-se com o grupo 13 meses 6leo. ANOVA de duas vias

seguida do teste de Student Newmann Keuls.
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5.2.1.2.2. Experimento 2: comparagao entre os grupos com 3 e com 18 meses de
idade

Considerando-se a média dos valores do grupo de ratos com 3 meses de
idade tratado com veiculo (6leo) como controle 100%, a relagdo Akt fosforilada/Akt
total, a expressao da Akt fosforilada e da Akt total no hipotalamo de ratos com 3 e
com 18 meses de idade ndo foram modificadas com a administragdo crénica com
DHEA, assim como nao houve diferenga com relacdo a idade do animal. Estes

resultados estdo apresentados nas Figuras 19 e 20.
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Figura 19: Expressdo da relagdo Akt fosforilada/Akt total no hipotalamo apos
tratamento crénico com DHEA em ratos com 3 e com 18 meses de idade. A) Bandas
representativas das proteinas Akt fosforilada e Akt total. O= 6leo, D= DHEA. B)
Relacao Akt fosforilada/Akt total com valores expressos como média + desvio padrao
em unidades arbitrarias considerando-se o grupo de 3 meses 6leo como controle
100%. n=4 para os grupos 3 meses 0Oleo e 18 meses 0Oleo; n=5 para os grupos 3

meses DHEA e 18 meses DHEA. ANOVA de duas vias.
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Figura 20: Akt fosforilada e Akt total no hipotalamo apds tratamento crénico com
DHEA em ratos com 3 e com 18 meses de idade. A) Akt fosforilada. B) Akt total. Os
valores estdo expressos como média + desvio padrdo em unidades arbitrarias
considerando-se o grupo de 3 meses 6leo como controle 100%. n=4 para os grupos
3 meses 6leo e 18 meses 6leo; n=5 para os grupos 3 meses DHEA e 18 meses

DHEA. ANOVA de duas vias.
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5.2.1.2.3 Experimento 3: comparacao entre os grupos com 3 e com 21 meses de
idade

Considerando-se a média dos valores do grupo de ratos com 3 meses de
idade tratados com veiculo (6leo) como controle 100%, a relagao Akt fosforilada/Akt
total no hipotalamo de ratos com 21 meses administrados com 6leo foi menor
comparando-se com o0 grupo controle 3 meses. Porém, nao houve diferenca
significativa tanto na expressdo da Akt fosforilada como da Akt total no hipotalamo
ap6s administracdo cronica com DHEA e com veiculo nas diferentes idades. Estes

resultados estdo apresentados nas Figuras 21 e 22.
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Figura 21: Expressdo da relagdo Akt fosforilada/Akt total no hipotalamo apds
tratamento crénico com DHEA em ratos com 3 e com 21 meses de idade. A) Bandas
representativas das proteinas Akt fosforilada e Akt total. O= 6leo, D= DHEA. B)
Relacao Akt fosforilada/Akt total com valores expressos como média + desvio padréao
em unidades arbitrarias considerando-se o grupo de 3 meses 6leo como controle
100%.. n=4 para os grupos 3 meses 0leo, 3 meses DHEA e 21 meses DHEA; n=3
para o grupo 21 meses 06leo. *P<0,05 comparando-se com o grupo 3 meses Oleo.

ANOVA de duas vias seguida do teste de Student Newmann Keuls.
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Figura 22: Akt fosforilada e Akt total no hipotalamo apds tratamento crénico com

o OLEO
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oOLEO
o DHEA
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DHEA em ratos com 3 e com 21meses de idade. A) Akt fosforilada. B) Akt total. Os

valores estdo expressos como média + desvio padrdo em unidades arbitrarias

considerando-se o grupo de 3 meses 6leo como controle 100%. n=4 para os grupos

3 meses oOleo, 3 meses DHEA e 21 meses DHEA; n=3 para o grupo 21 meses 6leo.

ANOVA de duas vias.
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5.2.2. Tratamento com DHEA em ratos diabéticos

5.2.2.1. Glicemia

Na primeira coleta, ou seja, no quarto dia apds a indugcdo da diabete com
estreptozotocina, porém antes do inicio do tratamento, a glicemia foi maior nos
grupos que receberam a droga comparando-se com 0s grupos controle (nao-
diabéticos). Os valores de glicemia nestes animais estavam acima de 250 mg/dL, e
portanto foram considerados diabéticos conforme Packer e colaboradores, 2000. Na
segunda coleta, ou seja, no final do protocolo experimental com tratamento crénico,
a glicemia manteve-se elevada nos grupos diabéticos tratados tanto com 6leo como
com DHEA comparando-se com os grupos controle tratados com 6leo ou com

DHEA. Estes resultados estao apresentados nas Tabelas 1 e 2.
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Tabela 1: Glicemia na primeira coleta de sangue. Glicemia no quarto dia apés

a injecao com estreptozotocina. Teste t de Student. n=8 para os grupos controle e

diabético.
Glicemia (mg/dL) Controle Diabético
1° coleta 137,386 + 22,659 603,474 + 86,653*

*P < 0,0001 comparando-se com o grupo controle

Tabela 2: Glicemia na segunda coleta de sangue. Glicemia no final do
tratamento cronico (5 semanas) com 6leo ou com DHEA. ANOVA de duas vias
seguida do teste de Student Newmann Keuls. n=4 para os grupos controles 6leo e

DHEA; n=3 para o grupo diabético 6leo;n=5 para o grupo diabético DHEA.

Glicemia (mg/dL) | Controle 6leo Controle DHEA  Diabético dleo Diabético DHEA

2° coleta 105,287+£16,255 97,130+21,727  531,118+92,531* 537,100+62,151*

*P<0,05 comparando-se os grupos diabéticos com os grupos controles (ndo-diabéticos)
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5.2.2.2. Hipocampo

Considerando-se a média dos valores do grupo de ratos controle que
receberam o veiculo (6leo) como controle 100%, a relacdo Akt fosforilada/Akt total
no hipocampo dos ratos diabéticos tratados com o veiculo foi significativamente
menor em relagdo aos animais controle também tratados com o veiculo. A
expressao da Akt fosforilada também foi menor nos ratos diabéticos comparando-se
com os ratos controle, ambos tratados com veiculo. Porém, n&o houve diferenca
significativa da expressao da Akt total em nenhum grupo. O tratamento com DHEA
nao provocou alteragao significativa sobre a relagado Akt fosforilada/Akt total e sobre
a expressao das proteinas Akt fosforilada e da Akt total, tanto nos grupos controle,
como também nos diabéticos. Os resultados estdo apresentados nas Figuras 23 e
24,
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controle e diabéticos tratados com DHEA. A) Bandas representativas das proteinas
Akt fosforilada e Akt total. CO= controle 6leo, CD=controle DHEA, DO=diabético
oleo, DD= diabético DHEA. B) Relagdo Akt fosforilada/Akt total com valores

expressos como média + desvio padrdao em unidades arbitrarias considerando-se o

grupo controle 6leo como 100%. n=4 para o grupo controle 6leo e DHEA, n=3 para o

grupo diabético 6leo, n=5 para o grupo diabético DHEA. *P<0,05 em relagdo ao

grupo controle 6leo 3. ANOVA de duas vias seguida

Newmann Keuls.

pelo teste de Student
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Figura 24: Akt fosforilada e Akt total no hipocampo de ratos controle e diabéticos
tratados com DHEA. A) Akt fosforilada. B) Akt total. Valores expressos como média +
desvio padrao em unidades arbitrarias considerando-se o grupo de controle 6leo
como 100%. n=4 para o grupo controle 6leo e DHEA, n=3 para o grupo diabético
Oleo, n=5 para o grupo diabético DHEA. *P<0,05 em relagdo ao controle 3 éleo.

ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de Student Newmann Keuls.
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5.2.2.3. Hipotalamo

Considerando-se a média dos valores do grupo de ratos controle que
receberam o veiculo (6leo) como controle 100%, a relagdo Akt fosforilada/Akt total
no hipotalamo dos ratos diabéticos tratados com veiculo foi significativamente
menor em relagdo aos animais controle (ndo-diabéticos) tratados com o veiculo. A
relacdo Akt fosforilada/Akt total aumentou no grupo diabético tratado com DHEA em
relacdo ao grupo diabético tratado com veiculo. A expressao da Akt fosforilada
diminuiu nos ratos diabéticos 6leo, comparando-se com os controles 6leo, mas
aumentou no grupo diabético tratado com DHEA. Porém, n&o houve diferenca
significativa da expressdo da Akt total em nenhum grupo estudado. Os resultados

estdo apresentados nas Figuras 25 e 26.
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Figura 25: Expressédo da relagcao Akt fosforilada/Akt total no hipotalamo de ratos
controle e diabéticos tratados com DHEA. A) Bandas representativas das proteinas
Akt fosforilada e Akt total. CO= controle 6leo, CD=controle DHEA, DO=diabético
o0leo, DD= diabético DHEA. B) Relacdo Akt fosforilada/Akt total com valores
expressos como média + desvio padrdo em unidades arbitrarias considerando-se o
grupo controle 6leo como 100%. n=4 para o grupo controle 6leo e DHEA, n=3 para o
grupo diabético 6leo, n=5 para o grupo diabético DHEA. *P<0,05 em relagdo ao
grupo controle dleo. *P<0,05 em relacédo ao grupo diabético 6leo. ANOVA de duas

vias seguida pelo teste de Student Newmann Keuls.
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tratados com DHEA. A) Akt fosforilada. B) Akt total. Valores expressos como média +

desvio padrao em unidades arbitrarias considerando-se o grupo controle 6leo como

100%. n=4 para o grupo controle 6leo e DHEA, n=3 para o grupo diabético 6leo, n=5

para o grupo diabético DHEA. *P<0,05 em relagdo ao controle 6leo; * P<0,05 em

relacdo ao diabético 6leo. ANOVA de duas vias, seguida pelo teste de Student

Newmann Keuls.



6. DISCUSSAO

Em estudos prévios do laboratério, a expressao do receptor de IGF-I diminuiu
no hipotalamo de ratos machos adultos apdés 24 horas de tratamento com DHEA
(50mg/kg). Entretanto, a concentracédo de IGF-I encontrada, nesta mesma estrutura,
foi maior comparando-se com o grupo tratado com veiculo (RIBEIRO & GARCIA-
SEGURA, 2002). O efeito da diminuigdo do receptor do IGF-I foi especifico para o
hipotalamo, tendo em vista que em outras estruturas do SNC estudadas (hipocampo,
cortéx cerebral e cerebelo) ndo houve alteracdo da sua expressdo. Os efeitos da
DHEA no sistema IGF-|I hipotalamico podem ser relevantes para o controle e a
manutencdo das fung¢des neuroenddcrinas do hipotalamo (RIBEIRO & GARCIA-
SEGURA, 2002). Dessa forma, partindo-se do pressuposto de que a DHEA exerce
efeitos modulatérios tanto na expressao do receptor de IGF-I como também nos
niveis de IGF-I no SNC, e considerando-se que o IGF-I € um fator neurotréfico que
exerce efeitos neuroprotetores in vitro e in vivo, e que, por sua vez, tais efeitos estao
relacionados com a ativacao da via de sinalizagao intracelular P13-K/Akt (CHENG et
al, 2003, D’ ERCOLE et al, 1996; ZHENG et al, 2000, 2002; VAN GOLEN &
FELDMAN, 2000; BRYWE et al, 2005, HECK et al, 1999; FELDMAN et al, 1997),
estabeleceu-se a hipétese de que a DHEA poderia modular a via da Akt no SNC.

O objetivo do presente estudo foi investigar se o tratamento com DHEA
interfere na expressdo da Akt no SNC de ratos submetidos a diferentes protocolos
experimentais. Nos resultados encontrados, de uma forma geral, a administracéo
aguda e cronica de DHEA modula a Akt, dependendo do esquema de tratamento
utilizado, da idade e da caracteristica fisiopatolégica do animal, assim como da
estrutura analisada.

O hipocampo € um componente neural fundamental para as atividades
cognitivas. Lesdes nesta estrutura interferem na codificagdo, armazenamento e
recuperagcao da memdria, assim como no aprendizado, tanto em humanos como em
animais experimentais (SQUIRE & KANDEL, 1999). O hipotalamo é um importante
centro de integragdo de respostas a estimulos ambientais e internos, sendo
responsavel pelo controle de varios mecanismos homeostaticos. Esta estrutura

recebe informacdes de diversas regidbes do SNC, como do cértex cerebral e do
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sistema limbico, regulando diversas fungdes importantes como as fungdes viscerais
simpaticas e parassimpaticas, os comportamentos, tais como a ingestao alimentar e
o comportamento sexual, e fungdes enddcrinas, produzindo e secretando horménios
hipofisiotréficos que estimulam ou inibem a liberagdo de outros hormdnios da
hipéfise. Devido a importdncia do hipocampo e do hipotalamo, aos resultados
anteriores, e as alteracbes morfélogicas e funcionais presentes nestas estruturas no
envelhecimento e na diabete, estas duas estruturas do SNC foram escolhidas para
investigar se o tratamento com DHEA poderia modular a via da Akt. Esta via esta
relacionada com a promocao da sobrevivéncia, contribuindo para o esclarecimento
de um possivel mecanismo de sinalizac&o intracelular modulada por este hormdnio,
0 que justificaria o seu papel neuroprotetor em diversos modelos experimentais de
injuria ao SNC.

Realizando-se uma curva de dose com diferentes periodos de tratamento em
animais adultos, observou-se que o tratamento com DHEA aumentou a fosforilagéo
da Akt tanto no hipocampo como no hipotalamo.Todavia, tal fato ocorreu apenas na
maior dose testada (50mg/kg) e foi diferente em cada estrutura com relacédo ao
periodo de tratamento. Realizando-se o tratamento crénico com DHEA em ratos com
diferentes idades (3, 13, 18 e 21 meses) e diabéticos, os resultados encontrados
também foram diferentes com relagdo ao efeito do tratamento nas estruturas
analisadas. Além disso, com relagao ao efeito do envelhecimento sobre a via da Akt,
os resultados foram distintos entre as idades, assim como entre as estruturas. E
natural que o hipotalamo e o hipocampo apresentem respostas diferentes, pois sao
estruturas com fungdes e regulagdo completamente independentes. Todavia, em
animais diabéticos, houve alteracdo da via da Akt pela doengca comparando-se com
animais nao diabéticos em ambas as estruturas analisadas.

Optamos por discutir inicialmente a modulagdo da expressao desta proteina
em duas situacdes nas quais o SNC & submetido a maior dano, nas quais a DHEA
poderia ter efeito terapéutico benéfico atuando como neuroprotetor. Estas situacdes
sdo o envelhecimento (estado fisiolégico) e a diabete (patolégico). Durante o
envelhecimento diversas modificagcbes morfologicas, bioquimicas e funcionais
ocorrem no SNC. Entre as alteragbes morfoloégicas ha a perda neuronal no

neocortex e no hipocampo e a deterioragdo dos circuitos sinapticos (MORRISON &
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HOLF, 1997; DRISCOLL & SUTHERLAND, 2005). Na diabete, o aumento do
estresse oxidativo devido a hiperglicemia crénica induz dano a diversas estruturas
do sistema nervoso central, tais como o hipocampo, o cértex e o cerebelo (ARAGNO
et al,1999, 2000, 2002; ATES et al, 2007; BIESSELS et al, 2002; LI et al, 2002).
Além disso, ha uma diminuicdo de neurdnios e degeneragdo neuritica do cértex
frontal (LI et al, 2007) e apoptose dos neurdnios hipotalamicos e diminuigcdo da
densidade neuronal do nucleo supraodptico hipotalamico (KIMONIDES et al, 2004
KLEIN et al, 2004). Estas alteragbes no SNC que ocorrem no envelhecimento e na
diabete podem ser tanto devidas a diminuicdo de sinais extrinsecos, tais como
fatores de crescimento e horménios, como devido a reduzida responsividade das
células para a sinalizagao adequada e a alteragcado da expressao e/ou atividade de
receptores e moléculas envolvidas nos mecanismos de sinalizagdo intracelular
(KLEMPIN & KEMPERMANN, 2007; SONNTAG et al, 1999; TAN & BAXTER, 1986;
ISHII et al, 1994; WUARIN et al, 1994; SONG et al, 2007; LI et al, 2007).

Os resultados referentes ao efeito do envelhecimento sobre a expressao de
Akt, nos quais os animais receberam apenas o veiculo, foram bastante
interessantes. No hipocampo de animais com 13 e com 18 meses de idade tratados
com veiculo, houve uma diminuicdo da relagdo Akt fosforilada/Akt total em relagcao
ao seu correspondente grupo controle (42,9% e 38,8%, respectivamente). Porém, no
grupo com 21 meses tratados com veiculo, ndo houve diferenga com relagéo a idade
comparando-se com o seu respectivo grupo controle de 3 meses. A diminui¢cdo da
relagdo tanto no grupo com 13 meses, como no grupo com 18 meses € decorrente
de uma diminuigdo da expressdo da Akt fosforilada (27,8% e 21,7%,
respectivamente). Além disso, nos animais com 13 meses de idade, houve também
um aumento da Akt total de 25% em relacdo ao seu grupo controle, o que
incrementa a reducao da relagcao entre o estado fosforilado e total neste grupo. Nos
animais com 18 meses, ndo houve alteracdo da expressao da Akt total. Embora nao
tenha sido encontrada diferenga na relacdo entre Akt fosforilada e Akt total, nos
animais com 21 meses comparando-se com 0 seu grupo controle adulto, a analise
da expressdo destas proteinas, separadamente, mostrou uma redugao de 19,1% e
de 20,3%, na expresséao tanto da Akt fosforilada como da Akt total, o que justificaria

a auséncia de modificagao da relagao. A partir desses dados, pode-se concluir que a
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modulacao da fosforilagdo da Akt e da sintese da Akt total ocorre por mecanismos
independentes, podendo inclusive serem reguladas em dire¢des inversas, isto &,
ocorrendo aumento da expressao da proteina total ao mesmo tempo que esta
ocorrendo diminuicdo da fosforilagdo. E provavel que muitos outros fatores
interfiram, tais como o estresse oxidativo, o qual aumenta dependendo da idade do
animal nestas estruturas (SIQUEIRA et al, 2005 a, b). Além disso, mudancas do
estado redox celular no envelhecimento também podem interferir na modulacédo de
vias intracelulares podendo levar a morte ou a sobrevivéncia celular de acordo com
0s niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO) (YOON et al, 2002).
Concentragdes baixas de ERO, particularmente do perdxido de hidrogénio, induzem
atividade mitogénica e proliferativa, enquanto que o estresse oxidativo severo pode
causar a morte celular tanto por necrose como por apoptose por ativar ou por inibir
vias pré ou antiapoptéticas (MARTINDALE & HOLBROOK, 2002). Sendo assim,
diante dos resultados encontrados no hipocampo com relagdo ao efeito do
envelhecimento na via da Akt, sugere-se que nas idades de 13 e 18 meses a
ativagdo enzimatica estaria diminuida. O fato da Akt total aumentar apenas aos 13
meses de idade poderia ser devido a necessidade de disponibilizacdo de substrato
para a ativacdo da Akt, para lidar com a ruptura homeostatica enfrentada devido a
modificacdes celulares e moleculares que ocorrem com o avangar da idade. Esta é
uma idade considerada intermediaria em relacdo as demais, e respostas
satisfatérias diante desses desafios ainda estariam presentes, como o aumento da
Akt total, para manter a sobrevivéncia celular. Entretanto, nos 18 meses nado ha
modificagdo da expressdo Akt total e, nos animais com 21 meses ocorre uma
diminuicdo. Em suma, parece que a medida que a idade avanga a capacidade de
aumentar a sintese de Akt diminui. A queda da Akt total poderia entdo ser um fator
para a diminuicdo da Akt fosforilada aos 21 meses. Estas diminuigdes poderiam
justificar a perda neuronal no hipocampo de ratos com idade avangada. No
hipocampo de ratos, foi detectado que ha uma preservacdo do conteudo neuronal
até 22 meses de idade e uma significativa perda neuronal entre 22 e 24 meses de
idade em ambos os sexos (AZCOITIA et al, 2005). Diversos estudos mostraram que
ha pouca ou nenhuma perda neuronal detectavel com o envelhecimento em

diferentes estruturas e entre diferentes espécies, indicando que a deficiéncia
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funcional estaria mais associada com mudangas na sinaptogénese e na funcao
neuronal do que com mudangas no numero de neurdnios propriamente dito
(AZCOITIA et al, 2005; RAPP & GALLAGHER, 1996; WICKELGREN,1996;
MORRISON & HOLF, 1997; KEUKER et al, 2003; BOHLEN UND HALBACK &
UNSICKER , 2002; KEMPLIN & KEMPERMANN, 2007).

Ja no hipotalamo, houve reducdo da relagdo Akt fosforilada/Akt total
comparando-se o grupo 13 meses (21,5%) e 21 meses (25,7%) com seus
respectivos grupos controle. Tais redugcbes podem ser explicadas porque houve
diminuicao de 9,3% e 13,2% da Akt fosforilada nos grupos com 13 e 21 meses,
respectivamente. Além disso, a Akt total aumentou 14,3% e 17,7%, respectivamente.
Entretanto, esses dados referentes a expressao da Akt fosforilada e da Akt total ndo
foram diferentes estatisticamente em relagdo aos seus respectivos grupos controle,
mas justificam as mudancas encontradas na relagdo. Mesmo sem significancia
estatistica, observa-se novamente que ocorre uma regulacdo no sentido inverso da
Akt fosforilada e da Akt total. Estes resultados reforcam a importancia de se analisar
separadamente a expressao da Akt fosforilada, da Akt total, e da relagao entre elas,
tendo em vista que apenas a relagao pode nao evidenciar o que esta ocorrendo de
fato com a regulacao desta proteina. Além disso, também pode haver mecanismos
de regulagao diferentes para a fosforilagdo e para a sintese da Akt. De fato, é
bastante provavel que isso ocorra, uma vez que a sintese protéica envolve um
complexo sistema de regulagdo da transcricdo génica e, posteriormente, para a
tradugado, enquanto a fosforilagdo de uma proteina envolve outras cascatas de
sinalizagdo e enzimas nao relacionadas, necessariamente, com a sintese protéica.
Além disso, até mesmo as vias de sinalizagdo podem interagir, levando a uma
determinada resposta dependendo das enzimas e dos fatores transcricionais
ativados ou inibidos.

A metodologia usada neste trabalho ndo permite a analise de diferentes
nucleos hipotalamicos, o que poderia apresentar resultados distintos , uma vez que
o hipotdlamo é uma estrutura bastante heterogénea, com importante papel
multifuncional. Entre as funcdes hipotalamicas, deve-se considerar seu papel na
manutencao de fungdes enddcrinas. Além disso, os animais utilizados neste estudo

nao eram castrados, e, portanto, seus niveis hormonais sistémicos também
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poderiam estar participando da regulagdo de vias intracelulares dos diferentes
nucleos hipotalamicos.

Nossos resultados estdo de acordo com estudos que evidenciaram alteragdes
na via da Akt com o envelhecimento. Ikeyama e colaboradores, 2002, utilizando
cultura primaria de hepatdcitos de ratos com 4-6 meses e 24-26 meses, verificaram
que os hepatdcitos dos ratos velhos sdao mais sensiveis a apoptose induzida por
peréxido de hidrogénio do que as ceélulas dos jovens. Esta baixa sobrevivéncia
estava associada com a menor ativagdo da Akt. Em outro estudo, a regeneracéo
pancreatica apods pancreatomia parcial foi menor quando se comparou
camundongos jovens (4-6 meses) com velhos (23-24 meses) e esta reducao foi
relacionada com a menor ativagao da via PI3K/Akt (WATANABE et al, 2005). Uma
reducdo da sinalizagdo PI3-K também foi encontrada no figado, no coragdo e no
musculo esquelético e havia uma correlagdo com a idade avangada (CARVALHO et
al, 1996; MARTINEAU et al, 1999). Ratos com 14 meses de idade apresentaram
dano no tecido renal e tal fato estava relacionado com a menor atividade da Akt
quando comparados com ratos de 4 meses (PAREKH et al, 2004).

Conforme ja discutido anteriormente, as modificagdes nas vias de sinalizagao
que ocorrem no envelhecimento podem ser devidas a reduzida responsividade das
células por modificagbes na expressdao de moléculas receptoras de sinais
extrinsecos, bem como pela redugao funcional de sistemas hormonais, induzindo a
reducdo de hormbnios e de fatores de crescimento os quais podem modular
cascatas de sinalizagdo intracelulares. Um desses fatores de crescimento
relacionado com a sobrevivéncia das ceélulas no SNC é o IGF-l. A analise da
expressao protéica de IGF-l no cortex cerebral de ratos com 32 meses de idade
mostra uma diminuicdo de 36,5% comparando-se com ratos de 11 meses
(SONNTAG et al, 1999). O receptor de IGF-I também diminuiu no hipocampo e no
cortex cerebral (SONNTAG et al, 1999). Em camundongos com 22 meses de idade,
as células do nucleo supradptico hipotaldmico apresentaram uma reducdo da
imunorreatividade para os receptores de IGF-I comparando-se com animais de 6
semanas, porém, com a restricao caldrica, tal reducao foi amenizada (YAGHMAIE et
al, 2006).
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Receptores acoplados a proteina G também ativam a PI3-K, o que por sua
vez, pode induzir a fosforilacdo da Akt (MURGA et al, 1998, WYMANN et al, 2003).
Comparando-se animais de 3, 6, 20 e 24 meses de idade com ratos de 3 semanas,
houve redugcdo da expressdo da proteina GB4 no cértex frontal, no estriado, no
hipotalamo, no hipocampo, no cerebelo, no cértex cerebral, no talamo, na medula e
na amigdala. Além disso, a comparacéao de ratos de 6, 20 e 24 meses com os de 3
meses, essa redugao nao esteve presente apenas no hipotalamo e no hipocampo
(SONG et al, 2007).

Diferentemente dos nossos resultados com relagdo ao aumento significativo
do conteudo da Akt total no hipocampo de animais com 13 meses e a diminuicado em
animais com 21 meses, Song e colaboradores, 2007, nao encontraram modificagdes
em nenhuma estrutura analisada para a expressao da Akt total. Por outro lado, para
o hipotalamo, nossos achados referentes a expressdo da Akt total estdo de acordo
com este estudo, ou seja, ndo foi modificada com o envelhecimento. Porém, um
aumento de cerca de 2 vezes na fosforilagdo da Akt foi encontrado apenas no
estriado de ratos de 20 e 24 meses comparando-se tanto com ratos de 3 semanas
como com ratos de 3 meses (SONG et al, 2007). Neste mesmo estudo, ndo houve
alteracdo na expressdo da Akt fosforilada no hipotalamo e no coértex frontal. A
auséncia de modificacdo da expressao da Akt fosforilada no hipotalamo com o
envelhecimento também foi evidenciado no nosso estudo. Ao contrario dos nossos
achados referentes a reducao da fosforilagcdo da Akt, no hipocampo, foi encontrado
aumento da fosforilagdo da Akt nos ratos com 20 e 24 meses em relagdo aos ratos
de 3 meses (SONG et al, 2007). No cortex cerebral, a fosforilagdo da Akt aumentou
nas idades de 3 e 6 meses em relagao aos de 3 semanas, nao modificando com o
envelhecimento. Em suma, nesse estudo, o envelhecimento (considerado pela
comparagao entre animais com 3 e 24 meses) promoveu um significativo aumento
da fosforilacdo da Akt no estriado, no hipocampo, no cerebelo e no talamo e
portanto, o encéfalo envelhecido seria mais vulneravel a neoplasia devido ao
aumento da ativagao da via, que também esta relacionada com a proliferagao celular
(SONG et al, 2007). Cabe ressaltar que neste estudo n&do foram analisados ratos

com a idade intermediaria de 13 meses. Além disso, os animais utilizados foram
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ratos Sprague Dawley, diferentemente do utilizado no nosso trabalho que foram
ratos Wistar.

Nao foram encontrados na literatura outros relatos sobre a modulagéo da via
da Akt no SNC durante o envelhecimento. Todavia, um trabalho recente estudando o
efeito do envelhecimento e da restricdo alimentar sobre a resposta hipotalamica a
insulina e a sinalizagao da insulina, descreve que a estimulagao da fosforilacdo da
Akt, pela administragao intracerebroventricular de insulina, foi menor em ratos Wistar
de 8 e 24 meses comparando-se com os de 3 meses de idade. A expressao da Akt
total ndo modificou com a idade nem mesmo com a infusdo de insulina. Além disso,
a ativacdo do receptor de insulina também foi menor nos animais velhos em
resposta a insulina (GARCIA-SAN FRUTOS et al, 2007). Williams e colaboradores
(2007) mostraram que em ratos jovens o receptor (TrKA) e a fosforilagdo da ERK
sdo rapidamente aumentadas apds a infusdo hipocampal de NGF (fator de
crescimento neural) no prosencéfalo, porém esta resposta foi diminuida em ratos
velhos e estas mudancas independeram da alteragdo da ERK total.

Com relacao ao efeito da diabete na via da Akt, nossos resultados também
foram interessantes e poderiam justificar as alteragdes morfolégicas e funcionais que
ocorrem nas estruturas encefalicas decorrentes desta doencga. No hipocampo e no
hipotalamo de ratos diabéticos houve uma reducdo da relacdo Akt fosforilada/Akt
total de 33% e de 23,4%, respectivamente, comparando-se com seus grupos
controle ndo-diabéticos. Além disso, a expressao da Akt fosforilada foi reduzida 34%
no hipocampo e 17,6% no hipotalamo em relagdo aos grupos controle. Porém, nao
houve alteragdo na expressdo da Akt total nestas duas estruturas com relagcéo ao
efeito da doenga. Sendo assim, o fato da Akt fosforilada e da relagdo desta com o
seu conteudo total encontrarem-se reduzidos na diabete, tanto no hipocampo como
no hipotalamo, pressupde que a ativagdo enzimatica da proteina também esteja
reduzida, resultando numa inibicdo desta via promotora da sobrevivéncia nestas
estruturas do SNC atingidas pela diabete.

A ativacdo da Akt parece ser regulada pela concentragédo de glicose. Em
camundongos, com restricdo alimentar por 24 horas, houve reducéo da glicemia e tal
fato foi associado com a diminuigdo da fosforilagdo da Akt e da GSK3a e B no

hipocampo e no coértex cerebral, e a administracdo de glicose e de insulina
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reverteram essas redugcdes (CLODFELDER-MILLER et al, 2005). Porém, a diabete
induzida por estreptozotocina (que promove a degeneragcdo das células  do
pancreas secretoras de insulina) promoveu um aumento da fosforilagdo da Akt e da
GSK3 no hipocampo e no cértex cerebral de camundongos apés 3 dias da inje¢ao
da droga, porém sem aumentar a expressao da Akt total (CLODFELDER-MILLER et
al, 2005), ao contrario dos nossos resultados obtidos apds 5 semanas. Estes dados
mostraram uma regulacao a curto prazo da hiperglicemia sobre a fosforilagdo da Akt
numa situagao patologica. Por outro lado, em adipdcitos epididimais, houve uma
reducio da fosforilacdo da Akt. Além disso, apds 4 semanas da indugao da diabete
por estreptozotocina em camundongos, este aumento da fosforilagdo da Akt ainda
permaneceu. Entdo, ao contrario do evidenciado no nosso trabalho, estruturas do
SNC, neste caso o hipocampo e o coértex cerebral de camundongos, a diabete
induzida por estreptozotocina promoveu um aumento da fosforilagéo logo no terceiro
dia e permaneceu apos 4 semanas. Na hipoéfise anterior de ratos Wistar com diabete
induzida, seguindo nosso mesmo protocolo de injecdo da estreptozotocina, houve
um aumento na fosforilagdo da Akt na 1%, 6° e 8% semanas comparando-se com
animais controles. Porém, ndo houve diferenca em relacdo a expressdo da Akt
fosforilada na 4 semana em relagdo ao controle e apenas nesta semana foi
encontrado um aumento da fosforilagdo da ERK. O receptor de IGF-I aumentou apds
todos os periodos (ARROBA et al, 2007) e a morte. Sendo assim, especula-se que
ocorra uma ativagdo de mecanismos para garantir a sobrevivéncia celular diante de
fatores lesivos, como a hiperglicemia cronica, presente na diabete. Todavia, é
possivel que os animais diabéticos do nosso experimento ndo tenham conseguido
ativar esses mecanismos, e provavelmente, a sobrevivéncia neuronal estaria ainda
mais prejudicada devido a inibigdo desta via.

Em outros estudos, a diabete promoveu uma inibigdo da via da Akt. No
musculo soleo de ratos diabéticos por estreptozotocina houve uma menor
fosforilagdo da Akt quando comparados com ratos tratados com resveratrol, um
componente encontrado na uva e no vinho tinto que apresenta diversos efeitos
farmacoldgicos, incluindo efeito antioxidante, anticarcinogénico, cardioprotetor e
antidiabético (CHI et al, 2007; AL-AWWADI et al, 2004, AGGARWAL et al, 2004,

HUNG et al, 2004). No nervo vago de ratos com diabete induzida por
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estreptozotocina, a atividade da PI3-K e da Akt foram reduzidas, porém sem
alteracao na expressao da subunidade p85 da PI3K, da Akt e da Akt fosforilada apos
16 semanas. Porém, em neurdnios aferentes vagais do génglio nodoso, a diabete
induziu uma diminuigdo global na imunorreatividade da subunidade p85 da PI3-K e
da Akt fosforilada (CAl & HELKE, 2003). No cértex frontal de ratos com diabete do
tipo 1 e do tipo 2, houve uma reducao da fosforilagdo da Akt acompanhada da
reducédo da fosforilagdo de GSK3p, o que poderia estar relacionado com a perda
neuronal e com a degeneracao neuritica encontrada (LI et al, 2007).

Assim como no envelhecimento, estas alteragdes na via da Akt na diabete
podem ser consequéncia de modificacdes nas vias efetoras em pontos anteriores na
cascata de sinalizacdo. Niveis circulantes de IGF-I e a expressao génica do IGF-I no
encéfalo e em nervos periféricos diminuem em pacientes e em ratos com diabete do
tipo 1 e 2 (TAN & BAXTER, 1986; ISHII et al, 1994; WUARIN et al, 1994). Além
disso, a perda da atividade IGF-I em animais nao-diabéticos pode mimetizar os
sintomas dos disturbios neuroldgicos da diabete (LUPIEN et al, 2003). A expressao
do receptor de insulina no cortex frontal diminui nos ratos diabéticos do tipo 1, mas
nao no tipo 2. Porém, ha reducao do receptor IGF-I nos dois modelos experimentais
quando comparados com o grupo controle (LI et al, 2007). Em ratos com diabete
induzida por estreptozotocina, a perda do desempenho cognitivo foi associada com
alteracdo da plasticidade hipocampal e estas mudangas s&o revertidas com a
administragdo de insulina (BIESSELS et al, 1998). Em modelo de ratos pré-
diabéticos BB/WOR, modelo de diabete do tipo 1, houve disfungdo cognitiva
progressiva e esta estava associada com a supressdo das agdes da insulina e do
IGF-lI e com a apoptose dos neurdnios do hipocampo pela redugao na expressao do
IGF-I, IGF-II e receptores de IGF-I e de insulina. (LI et al , 2002). Animais diabéticos
sem controle da glicemia, apresentaram menores niveis da proteina IGF-I no
cerebelo, ao passo que nao foi encontrada alteragao na expressao do RNAm. Ja os
ratos que tiveram a glicemia dentro da faixa normal, tiveram niveis normais de IGF-I
no cerebelo (BUSIGUINA et al, 1996).

A resisténcia para a acao de fatores de crescimento e da insulina no sistema
nervoso central pode correlacionar-se com a resisténcia a insulina encontrada em

tecidos periféricos na diabete. A perda da responsividade das células para a agao da
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insulina e do IGF-I poderia tornar os neurOnios mais suscetiveis aos danos
neurotoxicos, por uma diminuicdo da ativagdo das vias de sinalizagéo
desencadeadas por essas moléculas, como a da Akt, aumentando a apoptose e a
neurodegeneragao, levando consequentemente a encefalopatia diabética.

Os esterodides neuroativos, incluindo-se aqui tanto os oriundos da sintese por
glandulas periféricas como os neuroesterdides, exercem uma ampla diversidade de
fungcdes no SNC e SNP, estando envolvidos em determinados comportamentos,
como ansiedade e depressdo, na neurogénese, sendo essenciais para o
crescimento de neuritos (axdnios e dendritos), e para a mielinizagao e neuroprotegao
contra danos provocados por hipoxia, estresse oxidativo, hiperglicemia e substancias
citotoxicas (BASTIANETTO et al, 1999; ARAGNO et al, 1999; SCHUMACHER et al,
2001; BUCOLO et al, 2005; XILOURI et al, 2007; MELLON, 2007).

As taxas de producdo e os niveis hormonais declinam com a idade,
aumentando a vulnerabilidade de neurdnios a processos neurodegenerativos e a
probabilidade de desenvolver sintomas depressivos (BAULIEU, 1997; WEILL-
ENGERER et al, 2002, AZCOITIA et al, 2003; SONNTAG et al, 2005). Os niveis de
DHEA e DHEAS aumentam no plasma humano durante a puberdade e diminuem
gradualmente com o envelhecimento (ORENTREICH et al, 1992; LAMBERTS et al,
1997), o que reforca a hipdtese de que sua redugcédo seja uma das causas da
disfuncdo metabdlica e hormonal que ocorre com o avancar da idade.

Embora DHEA e DHEAS sejam esterdides abundantes produzidos pelas
supra-renais humanas, estes esterdides também estdo presentes em altas
concentragbes no encéfalo de diversas espécies e sao sintetizados de novo em
neurdnios e astrécitos (ZWAIN & YEN, 1999, a,b). Os niveis circulantes de DHEA
em ratos sdo de aproximadamente 1nM (CORPECHOT, 1981). Porém, apesar das
evidéncias de sua acdo em diversos processos fisioldgicos, permanecem as
especulacdes sobre os candidatos a receptor deste esterdide e sua fungdo ainda
nao foi claramente delineada.

A desregulacdo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA), esta associada
com os déficits cognitivos que ocorrem no envelhecimento. Ao contrario da maioria
dos esteroides, a produgédo adrenal de glicocorticéides é mantida ao longo da vida.

Porém, o encéfalo torna-se mais sensivel ao cortisol circulante com a progresséo do
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envelhecimento devido a redugdo da DHEA, que também atua como um
antiglicocorticéide (KIMONIDES et al, 1999). Niveis elevados de glicocorticéides
representam um risco para o desenvolvimento de doengas neurodegenerativas
(NICHOLS et al, 2001). Em pacientes com a doenga de Alzheimer, foi encontrada
uma diminuigdo dos niveis circulantes da relagdo DHEA-S/cortisol, sugerindo que
DHEAS poderia exercer um efeito protetor, diminuindo o efeito deletério do cortisol
nas células hipocampais (LEBLHUBER et al, 1992).

No envelhecimento, o tratamento com DHEA pode contribuir para a
manutencdo da funcdo do sistema enddcrino, tendo em vista que pode reverter a
diminuicao de hormdnios hipotalamicos e hipofisarios. No encéfalo de ratos velhos e
jovens, de ambos os géneros, a DHEA estimula a biossintese do horménio liberador
de gonadotrofinas (GnRH) (LI et al, 1997). Na hipofise anterior de ratos machos
jovens (50-55 dias), a DHEA induziu aumento de 17,5% do RNAm da POMC
(proopiomelanocortina). Em ratos machos velhos (18 meses), o RNAm da POMC
apresentou uma diminuigdo de 22% do detectado em jovens e o tratamento com
DHEA produziu um aumento de 26%, restaurando os niveis da POMC. Na hipofise
anterior de ratas fémeas jovens, a DHEA ndo modificou os niveis de RNAm da
POMC, mas houve uma reducédo com relagao a idade, cerca de 24%, e o tratamento
com DHEA reverteu essa reducdo. Estes dados indicam uma reducgao relacionada
com a idade na atividade neuronal do horménio de liberacdo da corticotrofina, que
esta associada com inibicdo do eixo HPA e que o tratamento com DHEA pode
exercer influéncia benéfica no eixo hipotalamico, revertendo a diminuicido do RNAmM
da POMC (GIVALOIS & PELLETIER, 1999). Além disso, pela hibridizagao in situ do
RNAmM do hormonio liberador de corticotrofina no hipotalamo de ratos com 50 dias e
18 meses, de ambos os sexos, 0 RNAm do horménio liberador de corticotrofina
(CRH) reduziu 20% nos animais velhos e o tratamento com DHEA em ratos jovens
aumentou a expressdao do RNAmM do CRH e reverteu esta diminuicdo nos animais
velhos (GIVALOIS et al, 1997).

Um estudo de quantificagao de neuroesteréides em pacientes com doencga de
Alzheimer, realizado por Schumacher e colaboradores (2003), por espectrometria de
massa, demonstrou que ha uma tendéncia geral de haver baixos niveis de

neuroesterdides em diferentes regides do encéfalo e uma correlagdo inversa entre
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as concentracdes de neuroesterdides e as proteinas tau-fosforiladas e peptideos
beta-amildide, marcadores bioquimicos desta doencga neurodegenerativa.

As doengas neurodegenerativas sao caracterizadas por disfungao progressiva
e morte de neurdnios. A neurodegeneragédo pode ocorrer por apoptose, necrose ou
ambas. Acredita-se que ha diversos mecanismos diferentes e moduladores
neuroquimicos responsaveis pelo dano ao sistema nervoso central, os quais podem
se sobrepor temporariamente. Entre os fatores mais importantes que contribuem
para a morte neuronal estdo os fatores genéticos, a excitotoxicidade mediada por
glutamato, levando ao desequilibrio no metabolismo do calcio e do sédio intracelular,
a disfuncdo mitocondrial, o estresse oxidativo, a retirada de fatores de crescimento,
as citocinas e as toxinas (VAJDA, 2002).

O entendimento das bases moleculares de acdo da DHEA é imprescindivel
para responder a questdes referentes aos mecanismos intracelulares pelos quais
este horménio exerce suas funcbes, promovendo efeitos cardioprotetores,
antidiabéticos, antienvelhecimento e neuroprotetor. Os resultados encontrados neste
estudo, com relacdo ao efeito de diferentes protocolos de administracdo da DHEA
sobre a via da Akt em estruturas do SNC, podem contribuir para o esclarecimento de
vias intracelulares reguladas por este esteréide em diferentes parametros fisiolégicos
e com diferentes protocolos de tratamento, levantando a discussao referente tanto a
dose adequada, como também ao periodo de tratamento para a promocéao de efeitos
neuroprotetores. Por fim, os resultados poderiam contribuir para justificar, ou ndo, o
seu uso terapéutico.

Com relagdo ao efeito do tratamento agudo e crénico com DHEA, os
resultados da relagao Akt fosforilada /Akt total e da expressao da Akt fosforilada e da
Akt total variaram com relacdo ao periodo de tratamento, com a idade do animal
assim como com a estrutura analisada. Além disso, nos animais diabéticos tratados
com DHEA, a relagdo da Akt fosforilada /Akt total e a expresséo da Akt fosforilada foi
aumentada apenas no hipotalamo.

No hipocampo de ratos adultos, o tratamento com DHEA aumentou a relacao
Akt fosforilada/Akt total apds 6 e 24 horas em relagao ao grupo tratado com veiculo.
Porém, este efeito foi especifico para a dose de 50 mg/kg no periodo de 6 horas

enquanto que, em 24 horas, a relacdo aumentou em todas as doses testadas. Em 6
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horas, a expressao da Akt fosforilada aumentou em torno de 40% apenas na dose
de 50 mg/kg, e nao foi encontrada alteragao da expressao da Akt total. Sendo assim,
como a expressao da Akt total ndo foi modificada com nenhuma das doses testadas,
o efeito do aumento da fosforilagcdo da Akt apdés o tratamento com DHEA
provavelmente seja independente da sintese da Akt total, dentro deste periodo de 6
horas. E possivel que no hipocampo a regulacdo da fosforilagdo esteja ocorrendo
por um outro mecanismo, seja pela ativagdo de proteinas de membrana ativadoras
da PI3-K, seja por modulagdo do estado redox celular ou por outras vias
intracelulares, as quais modulam a atividade enzimatica da Akt.

Entretanto, em 24 horas apds o tratamento, tanto a expressdo da Akt
fosforilada como da Akt total aumentaram na dose de 50 mg/kg, 40% e 14 %,
respectivamente. Neste caso, no periodo de 24 horas poderia estar ocorrendo um
aumento da sintese da Akt total, o que se reflete na maior expressdao da Akt
fosforilada. Para confirmar este fato seria necessario o uso de outra técnica para a
quantificacdo da expressdo do RNAm da Akt, como a reagdo em cadeia da
polimerase a partir da transcricdo reversa (RT-PCR). A relagdo Akt fosforilada/Akt
total elevada nas demais doses no periodo de 24 horas apds a injecao da DHEA
poderia ser justificado pela reducao da expressao da Akt total de 13% e de 15% nas
doses 5 e 10 mg/kg, respectivamente, mas esse dado ndo foi significativo. Portanto,
no hipocampo de ratos adultos o tratamento com DHEA aumentou a fosforilagdo da
Akt apds 6 horas de tratamento, mantendo-se apds 24 horas na maior dose
(50mg/kg). A expressao da Akt total aumentando no periodo maior poderia contribuir
para o aumento da Akt fosforilada. Porém, mesmo assim, a relagao entre as duas
manteve-se elevada, sugerindo uma modulagéo da ativacdo enzimatica.

No hipotalamo, a relacdo Akt fosforilada/Akt total e a expressdao da Akt
fosforilada aumentaram apenas apods 24 horas de tratamento com a dose maior
(50mg/kg), enquanto ndo houve alteragao da Akt total em nenhum periodo ou outra
dose testada. Esses dados, portanto, podem evidenciar uma modulagao da ativagao
da Akt pela DHEA na dose de 50mg/kg no hipotalamo apds 24 horas, de forma
similar ao que se observou no hipocampo para este mesmo periodo. Porém, apds 6
horas de tratamento, ndo foi encontrada nenhuma diferenga no hipotalamo tanto na

relacdo Akt fosforilada/Akt total, como também na expressdo destas proteinas
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isoladamente. E possivel que as estruturas, hipocampo e hipotalamo, apresentem
sensibilidade diferente ao tratamento com DHEA e a prépria via poderia responder
mais prontamente dependendo de inumeros fatores e mecanismos presentes em
cada estrutura, como a concentracdo de IGF-I, por exemplo. Cabe ressaltar que
ocorreu aumento da relacdo Akt fosforilada/Akt total apdés 6 horas de tratamento
apenas no hipocampo e que a via da Akt também esta relacionada com mecanismos
de plasticidade sinaptica e de consolidagdo da memoria (HORWOOD et al, 2006),
processos que ocorrem no hipocampo. Por outro lado, ha relatos de que a DHEA
melhora a memoria devido a seus efeitos em sistemas de receptores para
neurotransmissores, como o GABAa (BAULIEU et al, 1999). A DHEA aumenta a
neurogénese no hipocampo e antagoniza o efeito inibitério dos glicocorticoides na
sobrevivéncia neuronal e na formagao de novos neurénios (KARISHMA & HERBET,
2002).

O efeito da DHEA apdés 24 horas no hipotalamo poderia ocorrer de forma
indireta por sua conversao a estradiol, ou usando as mesmas vias intracelulares. O
tratamento com estradiol aumentou a fosforilacdo da Akt no hipotalamo de ratas
ovariectomizadas apoés 6 e 24 horas, sendo neste ultimo periodo maior que 6 horas.
Apos 48 horas, os niveis retornaram aos valores dos grupos controle. No
hipocampo, no cértex cerebral e no cerebelo, o tratamento com estradiol aumentou
moderadamente a fosforilacdo apds 6 e 12 horas da adminstracédo de estradiol, mas
nao no periodo de 24 horas. O aumento na fosforilagdo da Akt foi detectado
exclusivamente na dose maior testada (300ug) e doses menores (100 ug e 10 pg)
nao tiveram efeito. Apdés 6 horas de tratamento com IGF-I, houve um aumento na
fosforilagdo da Akt no hipotalamo. Foi testado o efeito do tratamento com estradiol
24 horas e IGF-I 6 horas antes da morte, porém o efeito combinado do tratamento
nao foi significativamente diferente dos tratamentos separados no hipotalamo, mas
foi diferente dos niveis do controle. Infusdo intracerebroventricular por 6 dias com
IGF-I foi incapaz de aumentar a fosforilagdo da Akt. Porém, em animais com infusao
de veiculo por 6 dias e com tratamento com estradiol por 24 horas, houve um
aumento da fosforilacdo. Entretanto, o hipotalamo de animais que receberam infusao
intracerebroventricular de IGF-I mostrou um aumento de cerca de 4 vezes em

resposta ao tratamento com estradiol por 24 horas, comparados com animais com
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infusdo apenas com veiculo, mostrando um efeito sinérgico do estadiol e do IGF-I
(CARDONA-GOMEZ et al, 2002).

O efeito do tratamento cronico com DHEA na via da Akt em ratos em
diferentes condicbes homeostaticas, como idade e diabete, diferiu com relacdo a
idade do animal, a doenga e com a estrutura em questdo. Os resultados de cada
idade foram analisados separadamente, junto com seu controle 3 meses, tendo em
vista que houve diferenca na expressdo da Akt no hipocampo dos grupos controle
adultos (3 meses) usados em cada experimento. Tal fato poderia ser justificado
porque em cada experimento foram utilizados animais diferentes e, além disso,
foram realizados em momentos diferentes do ano. O tratamento crénico com DHEA
em animais com 3 meses de idade nao alterou a relagdo da Akt/fosforilada, assim
como a expressao da Akt fosforilada e da Akt total nas duas estruturas analisadas
nos experimentos realizados para comparar animais de 3 meses com 13 e com 21
meses, e com animais diabéticos com 3 meses de idade. Entretanto, no
experimento realizado para verificar o efeito do tratamento crénico com DHEA no
hipocampo de animais com 18 meses, houve diferenga na expressdao da Akt
fosforilada nos animais adultos (3 meses) tratados, sendo encontrada uma queda
estatisticamente significativa de 10,8% e nenhuma alteragdo da Akt total
comparando-se com animais da mesma idade nao tratados. Além disso, a relagéo
também diminuiu cerca de 16 %. Porém, no hipocampo de animais da mesma idade
que fizeram parte dos demais experimentos com tratamento crénico, tal efeito nao foi
encontrado, como ja mencionado anteriormente. Este resultado foi surpreendente,
uma vez que todos os experimentos crénicos foram realizados pelas mesmas
pessoas, usando os mesmos procedimentos e reagentes e 0s animais eram
provenientes do mesmo biotério. Por outro lado, deve-se considerar que o
tratamento foi realizado com animais diferentes e em periodos diferentes do ano, o
que pode trazer uma variabilidade muito grande. Além disso, os experimentos
realizados in vivo podem ser influenciados por outros fatores de dificil controle e
deteccdo. Também, como ja discutido anteriormente, o hipocampo € uma estrutura
no qual o processo da neurogénese ocorre constantemente em animais adultos e
esta relacionado com o aprendizado e a memdria e as circunstancias ambientais

também poderiam estar interferindo. Porém, este efeito ndo se repetiu nos demais
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experimentos e, portanto, consideramos que este efeito foi isolado para este grupo,
e fisiologicamente talvez nao tenha efeito expressivo nesta idade.

Embora o tratamento agudo em ratos de 3 meses tenha aumentado no
hipocampo a relagdo Akt fosforilada/Akt total, assim como a expressdo da Akt
fosforilada apds 24 horas, o tratamento crénico por 5 semanas com DHEA nao foi
efetivo sobre a via da Akt. Porém, deve-se levar em consideragdo que o0s
experimentos foram distintos, uma vez que a via de administragdo no experimento
agudo foi uma dose unica intraperitoneal de DHEA diluida em B-ciclodextrina,
enquanto que para o experimento cronico a DHEA foi diluida em 6leo e injetada
subcutaneamente, o que teria um efeito mais prolongado. Cabe ressaltar ainda, que
a dose do experimento agudo que promoveu alteragdo na via equivale a 5 vezes
(50mg/kg) ao valor semanal da dose injetada no tratamento crénico (10mg/kg), o
que, a longo prazo, poderia ser metabolizado pelo organismo para a formagéao
periférica de outros esterdides ou até mesmo ser sulfatada. Além disso, o tempo
prolongado de tratamento pode envolver outros mecanismos regulatérios que nao
foram ativados no tratamento agudo.

Da mesma forma, no hipotalamo, o tratamento crénico com DHEA em animais
adultos (3 meses) ndo modificou a relagdo da Akt fosforilada/Akt total, bem como a
expressao da Akt fosforilada e da Akt total em todos os experimentos. De qualquer
forma, nao é possivel afirmar com seguranca que o tratamento com DHEA modula a
via da Akt no SNC de animais que ndo estdo sob esses processos de injuria, ou
seja, em ratos adultos normais. Torna-se relevante neste caso a duragdo do
tratamento. Tal fato pode ser importante devido ao uso da DHEA por jovens e
adultos de forma cronica, como fonte da juventude e provedora do bem-estar
(LABRIE et al, 2005). Todavia, seus efeitos benéficos para o sistema nervoso central
ainda sao controversos e esta questido permanece em aberto. Ha inclusive relatos
de que a DHEA nao apresenta efeitos antidepressivos, mas sim tem resposta pro-
depressiva em ratas fémeas durante o diestro 1| (ANDRADE et al, 2007).

No hipocampo de ratos com 13 meses, o tratamento crénico com DHEA
diminuiu a relagcdo Akt fosforilada/Akt total cerca de 39%. Além disso, a expresséo
da Akt fosforilada encontra-se diminuida (45%). Porém, a expressao da Akt total em

ratos com 13 meses tratados com DHEA aumentou 20,6%, o que incrementaria a
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queda da relagdo. Entdo, embora o tratamento crénico com DHEA em animais com
13 meses induza aumento da Akt total, este ndo foi acompanhado por um aumento
da fosforilagdo da Akt nestes animais, pois o tratamento reduziu ainda mais a Akt
fosforilada, que encontrava-se reduzida nesta idade. Respostas diferentes nos
experimentos com animais de 18 e de 21 meses foram encontradas com relacéo a
expressao da Akt no hipocampo. O tratamento crénico com DHEA nao modificou a
relacdo Akt fosforilada/Akt total comparando-se com animais da mesma idade.
Porém, houve um aumento da Akt fosforilada de 10,8% e 19,6%, respectivamente.
Este aumento foi acompanhado por um aumento da Akt total (29,6% e 22,8% para
animais com 18 e com 21 meses de idade, respectivamente) comparando-se com
ratos da mesma idade nao tratados. Portanto, o aumento da Akt fosforilada poderia
ser devido ao aumento da Akt total.

Assim como no hipocampo, o tratamento crénico com DHEA no hipotalamo
de animais com 13 meses diminuiu a relagao da Akt fosfoforilada/Akt total cerca de
19,2% em relagdo ao grupo da mesma idade tratado com veiculo. A expressao da
Akt fosforilada também foi reduzida no hipotalamo apds o tratamento crénico, 26%,
mas nao houve alteragao da Akt total com o tratamento, no hipotalamo de ratos com
13 meses. Portanto, o tratamento crénico com DHEA reduziu a fosforilagdo da Akt,
sugerindo uma redugédo da atividade da enzima com o tratamento. No hipotalamo de
animais de 18 e de 21 meses, nao foi encontrada diferenca com relagao ao efeito do
tratamento crénico com DHEA na relagcdo da Akt fosforilada e da Akt total, assim
como da expressao destas proteinas isoladamente.

Ha evidéncias de que o tratamento com DHEA em animais diabéticos reduz o
estresse oxidativo promovido pela hiperglicemia crénica e melhora a sensibilidade
dos tecidos para a acao da insulina e para a captagao de glicose. A administragao
de DHEA, 4mg/dia por 3 semanas por gavagem, em ratos hiperglicEmicos protegeu
contra o estresse oxidativo pois promoveu menor lipoperoxidagao no figado, rim, e
homogenato encefalico. No figado e rim, o tratamento restaurou os niveis de
glutationa préoximo aos valores do controle assim como a atividade de enzimas
antioxidantes, superéxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase. No encéfalo,
apenas a catalase teve sua atividade aumentada (ARAGNO et al, 1999). Apés 14

dias de tratamento com DHEA (4mg/dia), houve uma reducdo da ativagdo do NF- xB
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no hipocampo de ratos diabéticos e isto foi mais evidente apdés 21 dias de
tratamento. Tal fato estava relacionado com o efeito antioxidante deste esterdide,
pois as espeécies reativas de oxigénio atuam com mediadores intracelulares da
fosforilagdo do IKB, ativando NF-kB, que sua vez transloca-se do citoplasma para o
nucleo, onde regula a transcrigdo de genes capazes de codificar para a formacgéo de
citocinas e de moléculas de adesao que estao envolvidas no dano e morte neuronal
(ARAGNO et al, 2002).

No presente trabalho, o tratamento crénico com DHEA por 5 semanas nao
promoveu mudangas dos niveis de glicemia nos animais diabéticos, embora existam
estudos mostrando que o tratamento com este hormdnio aumenta a captacdo de
glicose em outros tecidos e estimula a responsividade dos tecidos a ag¢ao da
insulina. O tratamento agudo de adipécitos com DHEA estimulou a translocagao do
transportador de glicose responsivo a insulina, GLUT1 e 4 para a superficie da célula
com o aumento da captagdo de glicose por estas células (PERRINI et al, 2004,
ISHIZUKA et al, 1999). DHEA em adipdcitos aumentou a captacao de glicose por 30
minutos e o pré-tratamento aumentou a captagdo de glicose induzida por insulina
sem alterar a autofosforilacdo do receptor insulinico. Esse trabalho propde que a
DHEA estimula tanto PI3-K como PKC para aumentar a captagdo de glicose
(ISHIZUKA et al, 1999). O tratamento com DHEA em ratos diabéticos por 2 semanas
aumenta a captagao de glicose estimulada por insulina in vivo (ISHIZUKA et al,
1999). A administracdo de DHEA em roedores e em humanos reduziu a gordura
visceral e melhorou a sensibilidade a insulina (MUKASA et al, 1998; VILLAREAL &
HOLLOSZY, 2004). O tratamento com DHEA com uma dose unica de 10mg/kg
durante 1 semana, com injegao subcutdnea em ratos velhos com 1 ano de idade,
aumentou a massa de células 3, acompanhado por uma aumento dos niveis
protéicos da Akt 1, porém, causou reducéo do receptor de insulina, e dos substratos
do receptor de insulina 1 e 2 (IRS-1, 2) e aumento da secregdo de insulina
estimulada por glicose (MEDINA et al, 2006). Campbell e colaboradores, 2004,
demonstraram que uma injecdo de DHEA (10mg/kg) induziu aumento dos niveis
deste esterdide a partir do primeiro dia do tratamento até o sétimo dia e induziu uma
melhora na sensibilidade a insulina em ratos com 6 meses. Em ratos tratados com

DHEA, 1 semana, 10mg/kg, subcutdnea, nao modificou os niveis do receptor de
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insulina, e dos substratos do receptor de insulina 1 e 2 no figado e no musculo
esquelético de ratos com 6 meses. Por outro lado, o tratamento aumentou a
autofosforilagdo induzida por insulina IRS-1 fosforilagdo tirosina em ambos os
tecidos, enquanto que o tratamento aumentou a fosforilagdo do receptor IRS-2
apenas no figado. O tratamento aumentou os niveis de PI3-K e Akt fosforilada no
figado e PI3-K no musculo, mas ndao modificou a fosforilagdo da Akt neste ultimo.

No hipocampo de ratos diabéticos tratados com DHEA avaliados no presente
estudo, o tratamento ndo modificou a relacdo da Akt fosforilada/total e da expressao
destas proteinas no hipocampo. Porém, no hipotalamo, a reducéo da relacdo e da
Akt fosforilada foi revertida com a administragcdo da DHEA, aumentando 26,8% e
18%, respectivamente, aproximando o estado de fosforilagdo aos niveis do grupo
controle (n&o-diabético). Este aumento tanto da relacdo Akt fosforilada/Akt total,
como da expressdao da Akt fosforilada, no hipotalamo é essencial porque esta
estrutura esta envolvida em varios mecanismos homeostaticos, inclusive
relacionados ao controle do metabolismo e de respostas internas diante de uma
alteracdo metabdlica. Tais efeitos seriam essenciais para os ratos acometidos pela
diabete do tipo 1, mantendo a capacidade de sobrevivéncia das células
hipotalamicas por retornar o estado de fosforilagdo da Akt ao dos ratos nao
diabéticos, garantindo, por fim, o funcionamento adequado desta estrutura. E
possivel que a DHEA exerca tal efeito via modulacido dos niveis de IGF-I no
hipotalamo.

Estudos in vitro mostraram que a DHEA modula a via da Akt. Foi
demonstrado que em cultura de precursores neuronais embriogénicos, oriundos do
prosencéfalo de ratos, o tratamento com 50 e 100nM de DHEA por 72 horas
produziu aumento na fosforilagdo da Akt em relagdo ao grupo controle tratado com
veiculo (160 e 180%, respectivamente). A quantidade de Akt total foi constante em
todas as concentracbes de DHEA e durante todo o periodo, indicando que o
aumento na fosforilacdo da Akt ndo poderia ser atribuido ao aumento da Akt total
(ZHANG et al, 2002). A ativagao da Akt na dose de 100nM ja era detectavel em 10
min e atingiu um platé em 30 min. Além disso, o tratamento com DHEA diminuiu o
percentual de células apoptdéticas em 30% e 50 % nas doses de 50 e de 100nM,

respectivamente. O pré-tratamento com o inibidor da PI3-K diminuiu a ativacdo da
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Akt induzida pela DHEA e bloqueou o efeito inibitério da DHEA sobre a apoptose. Ao
contrario da DHEA, a DHEAS, tanto na concentragdgo de 50 como na 100nM
diminuiu significativamente a fosforilagdo da Akt ja em 10 minutos, com maxima
reducdo em 60 minutos. Essa reducdo da Akt fosforilada pelo tratamento com
DHEAS foi associada com o aumento na percentual de células apoptdticas. Além da
expressao da proteinas, a DHEA aumentou enquanto que a DHEAS diminuiu a
atividade enzimatica da Akt (ZHANG et al, 2002). A auséncia do efeito do pré-
tratamento com antagonistas dos receptores androgénicos e estrogénios indica que
a sinalizagao da Akt mediada por DHEA nao envolveu esses receptores esteroides
(ZHANG et al, 2002).

Os efeitos da DHEA na sobrevivéncia neuronal podem ser mediados por vias
similares aquelas ativadas na inducao dos efeitos neuroprotetores do estradiol. Até
pouco tempo, pensava-se que a DHEA e a DHEAS nao exerciam um efeito
hormonal préprio pois nenhum receptor especifico para DHEA foi encontrado, sendo
considerados como pro-hormdénios, exercendo efeitos androgénicos e estrogénicos
indiretos seguindo a converséo periférica em testosterona e estradiol. Todavia, este
conceito tem sido questionado devido a identificagdo de sitios de ligacdo para a
DHEA na membrana plasmatica de células endoteliais da aorta bovina (LIU &
DILLON, 2002). Este receptor estaria funcionalmente acoplado a proteina G e os
efeitos da DHEA seriam independentes da acédo de estrogénios (WILLIAMS et al,
2002; SIMONCINI et al , 2003; LIU & DILLON, 2004; LIU et al, 2007).

A estimulagao de células endoteliais da aorta bovina com DHEA resultou em
rapida fosforilagdo da Akt. Tal fato foi dependente da dose (sendo maior no intervalo
de 15 e 30 minutos, na concentracdo de 1nM e em 15 minutos para as maiores
concentragdes). DHEA protegeu as células endoteliais vasculares bovina e de
humanos contra a apoptose induzida por privagdo de soro. Este efeito foi
dependente da dose e maximo em concentragbes fisiolégicas (0,1-10nM) e foi
bloqueado quando foram incubadas com inibidor da PI-3K. A fosforilagdo da Akt e o
efeito antiapoptotico da DHEA foi dependente da ativagao de proteinas G, mas
foram independentes da acao de receptores para estrogénios (LIU et al, 2007). Em
células endoteliais da aorta bovina o tratamento com insulina ou com DHEA (100nM,

5 min) aumentou a produgao de 6xido nitrico, a fosforilagdo da Akt e da 6xido nitrico
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sintase endotelial e o tratamento com inibidor da PI3-K inibiu estes efeitos
(FORMOSO et al, 2006). Nestes estudos, a DHEA exerceu efeito imediato, por
mecanismos n&o-gendmicos, tendo em vista o pequeno intervalo de tempo para
promocgao de seus efeitos na producdo de 6xido nitrico nas células endoteliais via
PI3-K.

Em neurbnios P19-N, neuroesteréide sintético da DHEA mantém a
sobrevivéncia, na auséncia e na presengca de NMDA, apos 15 e 30 minutos
(XILOURI et al, 2007). O tratamento com NMDA por 60 min suprimiu a fosforilagao
da Akt. Co-incubacdo com um inibidor da PI3-K reverteu completamente o aumento
da fosforilagdo da Akt. Tais efeitos foram mediados pelo receptor GABAa pois a co-
incubacdo com um antagonista deste receptor, bicuculina, aboliu a habilidade do
esterdide sintético em aumentar a fosforilacdo da Akt. Além disso, o tratamento
diminuiu a apoptose induzida por NMDA mantendo a ativacdo da PI3-K/Akt
(XILOURI et al, 2007). Estes resultados sugerem que os neuroesteroides analogos
podem atuar na membrana plasmatica, tendo efeito neuroprotetor contra a
neurotoxicidade induzida por NMDA. Aumentos similares na fosforilagdo da Akt
foram obtidos na presenca de neuroesterdides endégenos como DHEA e
alopregnenolona (XILOURI & PAPAZAFIRI, 2006).

A DHEA também tem acgédo antiproliferativa em cultura de células
cancerigenas HepG2 e HT-29, linhagens celulares humanas de células
cancerigenas. A DHEA aumentou a apoptose nas células HepG2 em todas as doses
testadas (0, 1, 10, 50, 100 e 200uM) sendo a de 100uM mais eficaz, e este aumento
da apoptose estava relacionado com a diminuicdo da Akt fosforilada apenas nas
doses 100uM e 200uM, sugerindo que a DHEA inibiu a via da Akt para induzir
apoptose (JIANG et al, 2005), o que seria desejavel em casos de cancer.

Estudos sobre o efeito da DHEA na viabilidade neuronal sdo controversos,
usando diferentes modelos experimentais, a DHEA exerce efeito neuroprotetor
(ARAGNO et al, 1999, 2000, 2002; BASTIANETTO et al, 1999; ZHANG et al, 2002,
LI et al 2001; KARISHMA & HERBET 2002; XILOURI & PAPAZAFIRI, 2006) e
neurotéxico (SAFIULINA et al, 2006; GIL-AD et al, 2001). Em outras regiées, como
no figado de ratos com 16 meses, a adigao de 0,6% de DHEA na ragdo (dose

equivalente a 2.000mg/dia em humanos) gerou hepatotoxicidade (MAYER &
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FORSTNER, 2004). A disparidade do efeito da DHEA pode refletir diferencas em
modelos celulares (diferenciagao vs proliferacédo), regides encefalicas ou modelos
experimentais (morte celular induzida por estresse oxidativo ou por privagdo de
SOro).

Alguns efeitos crénicos da DHEA podem ser devidos a sua conversdo a
testosterona e estrogénio (LABRIE, 1991). Os efeitos observados de DHEA também
podem ser indiretos pois esta pode ser metabolizada a outros produtos esterdides
tanto por neurdnios como pelas células gliais (ZWAIN & YEN, 1999 a, b). Pringle e
colaboradores, 2003, mostraram que, em cultura organotipica de hipocampo
expostos a hipdéxia por 3 horas, estradiol, DHEA e epiandrosterona (EPIA)
acrescentados antes, durante e depois da hipoxia, ndo protegeram contra o dano
neuronal. Porém, 7a e 7 hidroxi-metabolitos da EPIA reduziram a neurotoxicidade
nas mesmas doses (100 nM) neste modelo de isquemia. Além disso, 78 hidroxi-
EPIA teve efeito neuroprotetor em dois modelos de isquemia cerebral in vivo,
reduzindo a perda de neurénios hipocampais (PRINGLE et al, 2003).

DHEA induziu efeito neurotéxico na auséncia de fator tréfico (soro) e induziu
apoptose de neurdnios hipotalamicos GT1-7(LIN et al, 2004). Porém o co-tratamento
com IGF-l e a consequente ativacdo da via da Akt é capaz de atenuar a morte
celular induzida pela DHEA. Apds 48 horas de tratamento com DHEA, houve uma
reducdo do nivel de Akt fosforilada em relacdo ao veiculo apenas em neurdnios
hipotalamicos GT1-7. Da mesma forma, os niveis de Akt total diminuiram apds 48h
da adicdo de DHEA, consistente com o fato de que a Akt é, como acontece com
muitas outras moléculas de sinalizagdo, degradada por capases executoras durante
a apoptose. Quando a razdo de Akt fosforilada/Akt total foi calculada nenhuma
diferenca foi detectada em células expostas a privacdo de soro tanto com veiculo
como com DHEA, sugerindo que a diminuicdo da Akt fosforilada em neurbnios
tratados com DHEA é secundario a perda da Akt total e ndo porque regula a
atividade da Akt (LIN et al, 2004). Tanto o IGF-I como o soro 5% evitaram a
diminuicao da Akt total induzida por DHEA e além disso estimularam a fosforilagao
da Akt. O IGF-I pode promover a sobrevivéncia celular na presengca de DHEA via

ativagdo da Akt e subsequente fosforilagao e inativacdo da GSK3p (LI et al, 2004).
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Existem evidéncias que sugerem que o IGF-I esteja envolvido nas ag¢des da
DHEA. Em varios tipos celulares existe uma relacdo entre o IGF-I e a DHEA.
Estudos mostram um possivel efeito estimulatério da DHEA nos niveis séricos de
GH/IGF (GENAZZANI et al, 2001; BAULIEU et al, 2000). 13 homens e 17 mulheres
(40-70anos) receberam, todas as noites, administracéo oral de DHEA, 50mg por 3
meses. Os niveis de DHEA e de testosterona foram restaurados aos valores de
jovens adultos. O IGF-I aumentou e sua proteina ligadora diminuiu (MORALES et al,
1994). Um estudo com fémeas jovens, implantes de DHEA na dose de 100mg
aumentaram o GH apds uma semana e causaram hiperplasia na hipofise (SUAREZ
et al, 2002). No hipotalamo de ratos adultos, o tratamento com DHEA na dose de
50mg/kg induziu, apods 24 horas, um aumento do IGF-l no local (RIBEIRO &
GARCIA-SEGURA, 2002) o que poderia justificar nossos resultados referentes ao
aumento da fosforilagdo da Akt no tratamento agudo com DHEA. Entretanto, neste
estudo, os niveis do receptor de IGF nesta estrutura diminuiram com o tratamento,
portanto, € possivel que a ativagdo da via da Akt ocorra independente da sinalizagao
IGF-I, por meio de outras proteinas receptoras ativadoras da via, acopladas a
proteina G ou mesmo pelo receptor GABAA.

Ha estudos sugerindo que DHEA poderia atuar em receptores estrogénicos,
sem a sua conversdo a estradiol. A DHEA pode se ligar diretamente a receptores de
estrogénio in vivo em leveduras e promover a sua dimerizagdo (NEPHEW et al,
1998). Porém, tal efeito exige concentragées 1.000 vezes maiores de DHEA do que
de estrogénio. Em células do figado de embrides humanos transfectados, que nao
possuem as enzimas para a conversdo de DHEA em estrogénio, a DHEA liga-se
diretamente ao receptor ER3 (LEMMEN et al, 2002). Outro estudo mostrou a ligagéo
de DHEA ao receptor ERa em células de cancer de mama (MAGGIOLINI et al,
1999). Alguns metabdlitos da DHEA, tais como androstenediol, 3 e 3a
androstenediol exercem fracas agdes estrogénicas.

Deve ser salientado que no nosso estudo a DHEA foi administrada
sistemicamente e, portanto, o tempo de duragdo da agdo do horménio nao é
comparavel com estudos in vitro, nos quais os intervalos de tempo para os
tratamentos sao bastante curtos. Nao foi testado em intervalos menores, portanto

nao se pode excluir que outros picos de fosforilagdo da Akt possam ocorrer antes
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das 6 horas, ou entre 6 e 24 horas no tratamento agudo com DHEA. Um outro ponto
importante que merece bastante consideragdao € a duragdo do tratamento. As
propriedades dos esterdides neuroativos foram bem caracterizadas em diversos
modelos de administragdo aguda, in vitro, mas faltam estudos das consequéncias a
longo prazo da administragdo de tais compostos in vivo no sistema nervoso central
com relagdo a vias intracelulares. Por outro lado, o estudo in vivo das vias de
sinalizagcdo ativadas por esterdides neuroativos, entre eles a DHEA, no sistema
nervoso é bastante recente. Deve-se considerar que os experimentos realizados in
vitro nao retratam exatamente o que pode estar ocorrendo no SNC de um
organismo, pois pode existir uma interagdo entre as vias de sinalizagao
desencadeadas por outros esterdides e o proprio controle das atividades encefalicas
estao dentro de uma complexa interrelacdo de multiplos fatores, incluindo fatores de
crescimento, horménios, citocinas, neuropeptidios e neurotransmissores que nao
estao presentes nos meio de cultura. Por outro lado, e por essas mesmas razdes, ha
menor variabilidade nos experimentos in vitro pois estes permitem que a
manipulagédo farmacoldgica ocorra sem outros interferentes, fato de dificil realizagao
in vivo.

Os esterdides neuroativos ndo apenas podem ter efeitos benéficos apds
injuria ou durante o progresso de certas doengas, mas também podem ser fatores
chave para o saudavel envelhecimento do sistema nervoso. A redugéo nos niveis de
DHEA durante o envelhecimento pode tornar o sistema nervoso mais susceptivel a
degeneracgao, e a terapia com este horménio pode tornar-se um componente das
estratégias para um envelhecimento satisfatorio. Mudangas biolégicas no encéfalo
durante o envelhecimento saudavel, parecem ser mais sutis e podem ser
parcialmente reversiveis. Estas mudancas principalmente envolvem encolhimento do
corpo neuronal cerebral, diminuigdo na densidade de neuritos e sinapses, perda de
receptores para neurotransmissores e ruptura da bainha de mielina. A DHEA pode
exercer seus efeitos por regular os principais sistemas de neurotransmissédo e de
sinalizagao intracelular, via receptores de membrana ou pela sua tranformagao em
outros esterdides, promovendo a viabilidade neuronal, desempenhando papel
importante na mielinizagdo, nos processos cognitivos, em particular, a memoria e o

aprendizado e na neuroprotegcdo contra injurias provocadas por hiperglicemia
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crbnica, caracteristica da diabete e pelo aumento do estresse oxidativo associado
com o envelhecimento. Ha pouca informacdo sobre as mudangas dos niveis de
esterdides neuroativos no encéfalo de humanos. Como os esterdides presentes nos
tecidos nervosos originam-se das glandulas endécrinas (horménios esterdides) e da
sintese local (neuroesterdide), mudangas nos niveis plasmaticos de esterdides com
a idade nao necessariamente refletem mudangas dos seus niveis no encéfalo como
um todo e em cada estrutura, em particular.

Entretanto, a segurangca da suplementagdo a longo prazo com DHEA é
incerta. Tem sido discutido se a reposicao hormonal com DHEA poderia aumentar o
risco de cancer de mama, especialmente por sua conversao em estradiol (BUVAT,
2003). Embora a administragdo de DHEA em roedores tenha mostrado efeitos
benéficos na prevencdo do cancer, de doencas cardiovasculares e diabetes e
antiobesidade, ndo esta claro o quanto isto pode ser extrapolado para humanos.
Apesar destas incertezas, a viabilidade da DHEA como um suplemento alimentar
nos Estados Unidos resultou na sua administragdo em larga escala, sem supervisao
médica, como um farmaco antienvelhecimento (LABRIE et al, 2005). Apesar de
inumeros resultados obtidos em ratos € necessario que se obtenham mais
evidéncias, em estudos a longo prazo em humanos, da seguranga do tratamento
com DHEA, bem como da sua real eficacia e das doses adequadas, uma vez que

existem muitos resultados contraditorios na literatura cientifica até o momento.



7. CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho nos permitem concluir que:

1 — E necessario que se analise separadamente a expressdo da Akt total e
fosforilada, tendo em vista que a regulagao da fosforilagdo e da expressao protéica

envolvem mecanismos diferentes.

2 — Tanto em ratos de diferentes idades como nos diabéticos, houve uma modulacéo

da relacao Akt fosforilada/Akt total no hipocampo e no hipotalamo.

3 — A idade parece ser um fator importante para a modulacéo da sintese da Akt total

apenas no hipocampo.

4 — O tratamento agudo com DHEA modula a via da Akt no hipocampo e no

hipotalamo.

5 — O efeito do tratamento crénico com DHEA sobre a via da Akt é dependente da

idade dos ratos.

6 — A expressao da Akt total aumenta no hipocampo de ratos de 13, 18 e 21 meses

de idade com o tratamento crénico DHEA.

7 — O hipotalamo parece ser mais sensivel do que o hipocampo ao efeito do

tratamento crénico com DHEA em animais diabéticos.
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