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PARTE I

INTRODUCAO E OBJETIVOS



RESUMO

As hiperprolinemias sdo doencas causadas por altas concentracfes de prolina no
plasma e tecidos, que podem apresentar diversas manisfestacfes clinicas em criancas,
dentre elas neuroldgicas. Considerado que essas mesmas criangas estdo frequentemente
expostas a diversos tipos de infeccdes, o presente estudo teve como objetivo avaliar 0s
efeitos da administracdo crénica de prolina sozinha e quando administrada
concomitantemente a um  lipopolissacarideo altamente utilizado para induzir
inflamacdo sistémica e no sistema nervoso central. Para isso analisamos alguns
pardmetros de estresse oxidativo, a atividade de algumas enzimas da rede de
fosforiltransferéncia e a atividade dos complexos da cadeia respiratéria mitocondrial.
Os animais foram divididos em quatro grupos (salina, prolina, lipopolissacarideo e
prolina+lipopolissacarideo) e a administracdo consistiu em 2 doses diarias, do 7° ao
21° dia de vida. Todos os animais foram eutanasiados no 22° dia de vida por
decapitacdo sem anestesia e cortex cerebral e cerebelo foram removidos para analise. A
administracdo de prolina sozinha ndo alterou nenhum dos parametros analisados.
Enguanto a administracdo de lipopolissacarideo foi capaz de aumentar a contetdo de
S100B e da proteina &cida fibrilar glial, os contetdos das substancias reativas do acido
tiobarbitdrico e sulfidrilas e a atividade da catalase em ambos os tecidos. Além disso,
aumentou a atividade da adenilato cinase e a atividade da creatina cinase mitocondrial,
tanto no coértex cerebral quanto no cerebelo. Além disso, a isoforma citosélica da
creatina aumentou somente no cortex cerebral. A atividade da hexocinase diminuiu em
ambos os tecidos. Em adicdo a isso, o lipopolissacarideo diminuiu a atividade dos
complexos IV e succinato desidrogenase da cadeia respiratdéria mitocondrial. Em
contrapartida a administracdo de prolina+lipopolissacarideo preveniu os efeitos
causados pelo lipopolissacarideo em todos os parametros nos dois tecidos. Caso esses
efeitos sejam confirmados em humanos a prolina poderia ser utilizada como um agente
anti-inflamatorio e antioxidante associado a terapias destinadas a doencas neurologicas

envolvendo inflamagéo.



ABSTRACT

Hyperrpolinemias are diseases caused by high concentrations of proline in
plasma and tissues that may present several clinical manifestations in children, among
them neurological. Whereas these same children are often exposed to various types of
infections the objective the present study was to evaluate the effects of chronic proline
administration alone, in cerebral cortex and cerebellum, and when administered
concomitantly to a lipopolysaccharide highly used to induce systemic and central
neurvous system inflammation. For this we analyze some parameters of oxidative stress,
the activity of some enzymes of the phosphoryltransfer network and the activity of the
mitochondrial respiratory chain enzime complexes. Animals were divided into 4 groups:
control, saline proline, lipopolisaccharide and lipopolisaccharide plus proline.
Administration consisted of 2 daily doses from 7° to 21° day of life. All animals were
euthanized at 22 days of age by decapitation without anesthesia and the brain cortex and
cerebellum were removed for chemical determinations. The administration of alone
proline did not alter any of the analyzed parameters. While the administration of
lipopolisaccharide was able to increase content of S100B and the GFAP, content of the
thiobarbituric acid reactive substances of and sulfhydril and activity of catalase in both
tissues. Besides that, lipopolisaccharide increased adenilate kinase activity and
mitochondrial creatine kinase in cerebral cortex and cerebellum. However, cytosolic
isoform of creatine increased only in cerebral cortex. Hexokinase activity decreased in
both tissues. In addition to this, lipopolisaccharide administration decreased complexes
IV and succinate dehydrogenase activities of mitochondrial respiratory chain. In
contrast, administration of proline+lipopolisaccharide prevent effects caused by the
lipopolisaccharide in all parameters, in both tissues. If these proline effects were
confirmed in humans, it would be a powerful antioxidant and anti-inflammatory agent

associated with therapies for neurological disease involving inflammation.



LISTA DE ABREVIATURAS

AK - adenilato cinase

BHE — barreira hemato-encefalica

CAT — catalase

Complexo | — NADH desidrogenase

Complexo Il — succinato ubiquinona oxirredutase

Complexo Il — complexo citocromo b-c1

Complexo IV — citocromo c oxidase

CKmit — creatina cinase mitocondrial

CKcit — creatina cinase citosolica

CK — creatina

ER — espécies reativas

ERNs — espécies eativas nitrogénio

EROS — espécies reativas de oxigénio

FAD — flavina adenina dinucleotideo

GFAP — proteina acida fibrilar glial

HK — hexocinase



LBP- proteina ligadora de LPS

LPS - lipopolissacarideo

MD-2 - proteina mieldide diferenciadora 2

MyD88 — proteina adaptadora do fator 88 de diferenciagdo mieldide

NAD* - nicotinamida adenina dinucleotideo

NADH — nicotinamida adenina dinucleotideo (forma reduzida)

NADPH — nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (forma reduzida)

NFkB - fator nuclear kappa beta

Nrf-2 - fator nuclear eritréide derivado-2

O," - radical supero6xido

OAT — ornitina — & — aminotransferase

‘OH- radical hidroxila

Pcr - fosfocreatina

P5C — delta - 1 - pirrolina carboxilato

P5CDH - delta - 1 - pirrolina carboxilato desidrogenase

P5CR - delta - 1 - pirrolina carboxilato redutase

P5CS - delta - 1 - pirrolina carboxilato sintetase

Pi — fosfato inorganico

POX — prolina oxidase



PRODH - prolina desidrogenase

Pro - prolina

SNC - sistema nervoso central

TLRs - receptores “toll-like”

TNF - fator de necrose tumoral



1.1 - INTRODUCAO

l. 1.1 — Aminoécidos

A analise de um grande nimero de proteinas mostrou que elas sdo compostas de
20 aminoéacidos-padrdo. Porém ndo sdo todas as proteinas que sdo compostas dos 20
aminoéacidos, mas grande nimero delas contém a maioria deles (\Voet et al 2000). Com a
adicdo de dois novos membros, selenocisteina (Bock et al 1991) e pirrolisina (Hao et al
2002 e Srinivasan et al 2002), existem hoje vinte e dois aminoacidos proteogénicos
naturais, codificados geneticamente em organismos Vivos.

Séo classificados como essenciais, que ndo podem ser produzidos pelo corpo,
ndo-essenciais, que o corpo humano pode sintetizar e condicionalmente essenciais,
aqueles que em funcdo de determinados momentos, ndo podem ser produzidos pelo

corpo.

I. 1.1.1 - -prolina

A _-prolina (Pro) é um desses vinte e dois aminoacidos e é tradicionalmente
classificada como um dos amino&cidos ndo essenciais em mamiferos, porque existe um
conjunto especifico de enzimas designado para sintetizar a Pro a partir de seus
precurssores (glutamato e ornitina) em células de mamiferos (Hiramatsu et al 1994 e

Young e El-Khoury 1995).



Pro e seu metabdlito (hidroxiprolina) sdo aminoacidos Unicos quimica e
bioquimicamente (Hu et al 2008 e Kaul et al 2008). Pro ndo possui um grupamento
amino primario, mas sim um grupo amino secundario (imino). A Pro é classificada
como um aminoacido de cadeia lateral apolar, possuindo um grupo pirrolidina ciclico na
cadeia lateral (\VVoet et al 2000).

Em adultos, a concentracdo normal de Pro no plasma é de 51 a 271 uM, sendo
esses valores menores em criangas. A Pro é um aminoécido ndo essencial em criancas e
adultos e condicionalmente essencial em prematuros (Phang 1985).

A Pro ndo pode ser metabolizada por enzimas de aminoacidos genéricas, isto é,
aminotransferases, descarboxilases e racemases (Adams 1970 e Phang 1985). Por isso,
uma familia especial de enzimas evoluiu com suas préprias localizagfes subcelulares e
mecanismos de regulagcdo. Nos ultimos tempos muitos estudos tém demonstrado os
efeitos toxicos causados pelo acimulo de Pro e seus metabdlitos (Delwing et al 2003,
Kessler et al 2003). Contudo, recentemente, alguns trabalhos tém sido desenvolvidos
para avaliar a Pro como agente antioxidantes e anti-inflamatorio. Li e colaboradores em
2016, demonstraram que os metabodlitos da glutamina, alanina, citrulina e Pro foram
capazes de suprimir a formacao de espécies reativas de oxigénio (EROS), a liberacdo do
citocromo c e a ativacdo das caspases 3, 8 € 9 em concentracBes fisiologicas. Diante
disso, sabe-se que a Pro tem um papel central no metabolismo e estd cada vez mais
sendo reconhecida como um aminoécido critico em bioenergética, controle redox
celular, apoptose e cancer (Phang 1985, Donald et al 2001, Phang 2001, Rivera e

Maxwell 2005 e Pandhare et al 2006).

I. 1.1.2 - Biossintese e degradacao da -prolina



A Pro pode ser sintetizada a partir de seus precussores ornitina e glutamato (Fig.
1) e tem delta-1-pirrolina-5-carboxilato (P5C) e glutamato-Y -semialdeido, como
intermediérios comuns (Voet & Voet, 1999). O glutamato-Y -semialdeido participa
tanto da biossintese quanto da degradacdo da Pro. A converséo de glutamato em P5C, é
feita pela enzima delta-1-pirrolina-5 carboxilato sintetase (P5CS), uma enzima
bifuncional, dependente de ATP e NADPH que tem alta atividade na mucosa do
intestino delgado, cdlon, pancreas, timo e cérebro. Enquanto a conversdo de ornitina a
P5C, é catalisada pela enzima ornitina-d-aminotransferase (OAT), com um alfa
cetoacido como aceptor amino (Phang et al, 2001; Flyn et al, 1989).

A transformacdo de P5C em glutamato-Y -semialdeido é esponténea, reversivel e
diretamente relacionada com o momento funcional da célula. A regulacdo do
metabolismo da Pro é complexa devido a presenca de intermediarios comuns entre o
anabolismo e catabolismo. P5C é um intermediéario chave, pois participa tanto da
biossintese como da degradacdo da Pro. Além disso, P5C pode ser convertido em
intermediarios obrigatorios no ciclo da uréia (ornitina) e do é&cido tricarboxilico
(glutamato) e pode desempenhar um papel anaplerdtico em ambos os ciclos metabolicos
(Adams 1970, Phang 1985).

P5C esta presente no plasma e seus niveis variam durante o dia, apresentando
picos associados as refei¢fes. Iminoglicindria neonatal e proliniria pés-natal sdo
achados frequentes em criangas normais e ocorrem devido & imaturidade do sistema de
reabsorcdo tubular da Pro. Depois de formado, na mitocondria, o P5C é liberado e
convertido a Pro pela delta-1-pirrolina-5-carboxilato redutase (P5CR) citosolica, que
utiliza NADH e NADPH como cofatores e é encontrada em todos os tecidos (Phang et

al 2001).



Via da Pentose . - .
Fosfato Ciclo da Uréia Mitocondria
PRO ———» PRO ORN
NADP* " @) 0AT napPH PSCS
& NADP"
NADPH PSCR pox
@ GLU T
PSC semialdeido
NA% NADH
PSCDH GLU —» - Ciclo
TCA
Citosol

Figura 1 — Vias metabdlicas da Pro em mamiferos(Scriver et al 2001). Adaptado
pelo autor. 1- Prolina Oxidase (POX), 2- Delta-1-pirrolina-carboxilato redutase
(P5CR), 3- Ornitina aminotransferase (OAT), 4- Delta-1-pirrolina-carboxilato
sintase (P5CS), 5- Delta-1-pirrolina-carboxilatodesidrogenase (P5CDH), 6- Reacgéo
ndo-enzimatica.

A degradacdo de Pro tem seu primeiro passo catalisado pela enzima prolina
oxidase (POX), também chamada de prolina desidrogenase (PRODH). Aqui, os elétrons
sdo transferidos de Pro para o FAD (flavina-adenina-dinucleotideo) gerando FADH2,
que transfere seus elétrons para o complexo Il da cadeia de transporte de elétrons. Nessa
etapa ATP ¢é formado por fosforilacdo oxidativa através da transferéncia subsequente de
elétrons via citocromo c. Além disso, a POX desempenha papel central na
interconversdo de Pro em P5C (Ciclo da Prolina), por estar fortemente ligada a
membrana interna mitocondrial, contribuindo assim para essa transferéncia de elétrons

tendo o citocromo ¢ como aceptor (Phang 1985, Adams, 1970). P5C pode ser
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convertido a glutamato e alfa-cetoglutarato para contribuir anapleroticamente para o
ciclo do &cido tricarboxilico (TCA) (Phang 1985). Contudo, sua conversdo de volta a
Pro através da P5CR no citosol forma um ciclo metabdlico. O ciclo da Pro forma uma
interligacdo metabdlica com a via das pentoses, servindo assim, para converter o
potencial redutor da via das pentoses-fosfato em um sistema gerador de ATP nas
mitocondrias (Phang et al 1980, Hagedorn and Phang 1983, Hagedorn and Phang, 1986)
(Fig. 1).

A conversdo de P5C para o semialdeido-6-glutamico € o segundo passo dessa
via metabdlica. E uma etapa ndo enzimética, onde esse semialdeido é convertido a
ornitina pela reacdo reversivel catalisada pela ornitina aminotransferase (OAT) ou a
glutamato pela delta-1-pirrolina-5-carboxilato desidrogenase (P5CDH), que usa NAD*
gerando NADH que transfere os elétrons na cadeia de respiratoria mitocondrial.

Além disso, estudos mostram que a expressio de PRODH em células de
mamiferos é ativada pela p53, o que induz a apoptose de diversas linhagens celulares
cancerigenas, tendo assim, a Pro um importante papel na redugdo da carcinogénese

(Rivera e Maxwell 2005).

. 1.1.3 - Erros inatos do metabolismo de aminoacidos

Em 1908, Sir Archibald Garrod mencionou, pela primeira vez, os erros inatos do
metabolismo ao verificar que dois irméos, filhos de pais normais, excretavam grandes
quantidades de acido homogentisico na urina (Scriver et al 2001). Os EIM sdo doencas
hereditarias causadas pela deficiéncia parcial ou total de uma ou mais enzimas,
ocasionando um bloqueio nas rotas metabdlicas com o acimulo de substancias toxicas

e/ou reducdo da sintese de substancias essenciais.
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I. 1.1.4 - Hiperprolinemias

Os erros inatos do metabolismo da Pro sdo conhecidos como: Hiperprolinemias
tipos | (HPI) e 1l (HPII) , deficiéncia de P5CS, deficiéncia de OAT, hidroxiprolinemia e
iminoglicindria.

A HPI e a HPII séo definidas por distintas deficiéncias bioquimicas e genéticas na via
catabolica da Pro.

HPI é associada a niveis menos elevados de Pro e sem excrecdo urinaria de P5C.
Os niveis plasméticos de Pro, na HPI, podem variar de 5 a 10 vezes acima dos valores
normais (51 a 271 puM). E causada pela deficiéncia da enzima POX, responsavel pelo
primeiro passo na via de degradacdo da Pro. Contudo, ndo existe demonstracédo direta da
deficiéncia da POX, por que esta enzima ndo apresenta atividade em linfécitos ou em
cultura de fibroblastos (Phang et al 2001). Contudo, ndo existem evidéncias entre a
deficiéncia desta enzima e manifestacGes clinicas. O diagndstico é feito por excluséo,
onde casos de hiperprolinemias ndo atribuidos a deficiéncia de P5CDH séo
considerados do tipo I. A HPI é comumente classificada como uma condicéo benigna,
visto que as manifestacGes clinicas ndo estdo bem caracterizadas e muitos pacientes nao
apresentam sintomatologia (Phang e al 2001).

A HPII é causada pela auséncia ou deficiéncia de PSCDH, levando ao acimulo
de Pro no plasma e nos tecidos (Phang et al 2001). O diagnéstico é baseado em niveis
séricos aumentados de Pro (10 a 15 vezes maiores que 0s normais) e excre¢do de P5C
plasmatico e urinario (Phang et al 2001). Quantitativamente, o principal metabolito que
se acumula no tecido de pacientes com HPII é a Pro e ndo P5C (Fleming et al 1984,

Flynn et al 1989, Phang et al 2001).
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Apesar de Pavone e colaboradores em 1975, terem relatado pacientes
hiperprolinémicos assintomaticos, a maioria dos pacientes com HPII, até agora
detectados, apresentam manifestacBes neuroldgicas incluindo convulsbes e retardo

mental (Di Rosa et al 2008, Phang et al 2001).

I. 1.2 — Neuroinflamacéo

Visto que as barreiras hemato-encefalia (BHE) e hemato-liqudrica (BHL)
protegem o sistema nervoso central (SNC) das continuas alteragdes nos tecidos
periféricos, acreditou-se, durante um grande periodo de tempo, que o SNC seria um
local imunologicamente privilegiado. Contudo, atualmente, sabe-se que apesar da
presenca dessas barreiras 0 SNC estd sujeito a eventos patogénicos e vigilancia
imunologica (Ransohoff e Brown 2012).

Citocinas, quimiocinas, sistema do complemento, neurdnios, astrocitos e
macrofagos especializados (microglia), além de outras vias de sinalizacdo, contribuem
para 0 processo neuroinflamatério (Shastri et al 2013). Estas substancias
proinflamatorias podem ser produzidas no SNC ou recrutadas de tecidos periféricos.

A neuroinflamacéo tem sido associada a diversas doencas do SNC, tais como,
doencas de Alzheimer, doenca de Parkinson, esclerose lateral amiotréfica, esclerose
maultipla, isquemia cerebral (Glass et al 2010).

Quando a atividade neuroinflamatéria acontece durante um curto periodo de
tempo, seus efeitos podem ser considerados neuroprotetores, contudo, a inflamagéo

crbnica pode trazer efeitos prejudiciais para 0 SNC (Streit et al 2004).
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I.1.2.1 - Lipopolissacarideo e resposta imune inata

O LPS é um dos principais componentes da membrana exterior de bactérias
Gram-negativas, como por exemplo a bactéria Escherichia Coli. E uma molécula que
contribui para a integridade estrutural da bactéria, protegendo sua membrana de ataques
quimicos, sendo, portanto, critico para a estabilidade da membrana (Moran et al 1996).

Também chamado de endotoxina, o LPS é uma molécula altamente toxica capaz
de produzir resposta inflamatdria em sistemas imunol6gicos de animais saudaveis. Sua
liberacdo ocorre quando a bactéria se multiplica ou quando é fagocitada e degradada
pelas células de defesa (Tuin et al 2006).

Assim que o organismo sofre a invasdo de diferentes tipos de patdgenos, um
sistema de defesa efetivo é desencadeado para que haja o controle da infec¢do até que as
células do sistema imune adaptativo sejam capazes de iniciar uma resposta especifica
contra o antigeno. Esse primeiro mecanismo de defesa do organismo é chamado de
imunidade inata. Dentre 0s componentes envolvidos na resposta imune inata estdo
receptores “toll-like” (TLRs), receptores de nucleotideos tais como adenosina trifosfato
(ATP) (Davalos et al 2005 e Franke et al 2006), receptores NOD-like (NLRs) (Kawai &
Akira 2009), “scavengers receptors” (SRs) como o receptor de produtos terminais de
glicacdo avancada (RAGE) (Fang et al 2010) entre outros. Esses receptores reconhecem
tanto lipideos derivados de bactérias, LPS, como moléculas endogenas chamadas
padrdo molecular associado ao dano (DAMP), como por exemplo proteinas de choque
térmico e alarminas.

Dentre os receptores TLRs o que tem sido identificado como sensor priméario de
infeccbes microbianas é o TLR4 (Poltorak et al 1998), que quando ativados por seu

ligante dimeriza e sofre uma mudanga conformacional que leva a inducdo de uma
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complexa cascata de sinalizacdo intracelular. Além do TLR4, o LPS pode ser
reconhecido por outras moléculas como, LBP (proteina ligadora de LPS), a proteina
CD14 e ainda a MD-2 (proteina mieloide diferenciadora 2) podendo, as duas Ultimas,
ser encontradas em duas formas diferentes: solUvel na circulacdo ou ancorada a
membrana. Tanto LBP quanto CD14 e MD-2 na forma soltvel, agem como proteinas
auxiliares, responsaveis pela transferéncia do LPS para o receptor TLR4 ou para o
complexo considerado a principal forma de reconhecimento do LPS, formado entre
TLR4 e MD-2 (Shimazu et al 1999).

Trabalhos recentes evidenciaram a importancia dos receptores TLR na resposta
imune inata. Considerados moléculas chave do sistema imune, esses receptores
desempenham papel fundamental na infecgcdo, mas também em doencas néo infecciosas
do SNC (Lehnardt 2010). Atualmente, 10 TLRs foram identificados em humanos e 13
em camundongos. Dentro dessa familia de receptores TLRs, os receptores TLR3, TLR7,
TLR8 e TLR9 representam uma subfamilia localizada em compartimentos intracelulares
do endossoma e reticulo endoplasmatico e reconhecem acido nucleico viral. Em contra
partida TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 e TLR6 estdo localizados na superficie celular e
reconhecem componentes da parede celular bacteriana ou particulas virais (Kawai &
Akira 2008, Mogensen 2009).

Sabe-se que o principal alvo do LPS no organismo séo as celulas de defesa,
contudo nos ultimos anos vem crescendo o nimero de trabalhos que demostram seus
efeitos promovendo a regulacéo da expresséo génica no SNC.

Ao entrar em contato com o LPS as ceélulas responsaveis pelas defesas
imunitarias do organismo, promovem resposta inflamatoria, vasodilatagdo, secrecdo de
eicosanoides e febre (Abbas 2006). Estudos mostram que a febre surge minutos depois

da injecdo sistémica, mesmo quando ainda ndo é possivel detectar citocinas na
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circulacdo (Rivest 2003). Laflamme e Rivest em 2001, demostraram que algumas areas
cerebrais expressam receptores TLR4 e CD14, como o0s 6rgédos circunventriculares e
que nessas regides o LPS atua na transcri¢do de genes de citocinas como TNF (fator de
necrose tumoral), interleucina 6 (IL-6) e interleucina 1 (IL-1) e que a liberagéo dessas
citocinas é provavelmente o estimulo mais frequente usado para desencadear vias de
sinalizacdo envolvidas na resposta imunoldgica (Glezer et al 2007). Algumas hipoteses
em relacdo a essa producdo de citocinas sugerem que elas possam modular a
excitabilidade neuronal e processos de neurodegeneracdo e neuroprotecdo (Rivest
2003). Além disso, foi evidenciado que receptores TLR4 e CD14 podem reconhecer
substancias endogenas envolvidas na neuroinflamagédo da doenca de Alzheimer (Walter
et al 2007).

Embora muitos estudos utilizem o LPS como modelo de sepse (Takaoka et al
2014, Kaplanski et al 2014 e Mihaylova et al 2014), que é caracterizada por uma
resposta inflamatoria sistémica desencadeada por fatores infecciosos (Salomao et al
2012), o LPS tem sido o ativador glial mais extensivamente usado por pesquisadores em
modelo de neuroinflamacéo in vivo e in vitro. Kipp et al em 2008, mostrou que culturas
de astrécitos neonatais, de diferentes regibes cerebrais, exibem diferencas na expressao

de fatores pré-inflamatérios sob estimulo com LPS.

I. 1.2.2 - Mecanismos moleculares da neuroinflamacgéo desencadeada pelo LPS

Ao serem ativados, os receptores TLR4 podem desencadear vérias vias de
sinalizacdo, como MAPK (cinases ativadas por mitogenos), AP-1 (fator de transcrigdo
da proteina 1), STAT (transdutor de sinal e ativador de transcri¢do), IRF3 (interferon

(IFN)-regulador do fator 3), fator de transcricdo NFkB (fator de transcricdo nuclear)
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entre outras. A ativacdo da NFkB, induz sua translocacdo para o nucleo, promovendo a
transcricdo de diversos genes que participam de processos fisiologicos e
fisiopatoldgicos (Raetz et al 2002). O NF«xB é um fator de transcri¢cdo central da
resposta inflamatoria em células imunocompententes tanto as periféricas como
macrofagos, quanto no SNC, como as células da glia. Sua ativacdo por estimulos
inflamatorios como a citocina TNF ou LPS culmina na repressdo ou transcricdo de
varios genes, fazendo com que as células alcancem um estado ativado pronto para
responder ao dano e também para criar proteinas que na fase antiinflamatéria levam a

finalizacdo adequada do processo (Meffert et al 2005).

A ativagdo da maior parte dos receptores TLRs resulta no recrutamento da
proteina adaptadora fator 88 de diferenciacdo mieloide (MyD88), cinase serina-treonina
associada IL-1R (IRAK), fator associado ao receptor do fator de necrose tumoral
(TRAF), proteina adaptadora TRAF6, cinase indutora de NFkB (NIK) e cinase IkB
(IKK), portanto levando a translocacdo nuclear do NFkB. O MyD88 ¢é critico para a
sinalizacdo através de todos os TLRs exceto TLR3. Entretanto, moléculas adaptadores
alternativas incluindo proteina associada ao TIR (TIRAP) e a proteina semelhante a
MyD88 (MAL) transduzem sinais de TLRs atraves de uma via independente de MyD88
(Akira et al 2006).

No SNC, astrocitos e microglia sdo as primeiras células a responder através de
receptores TLRs a dano, perturbacdo e estresse celular, bem como infeccdes causadas
por patdgenos, induzindo a producédo e liberacdo de sinais moleculares que iniciam a
resposta glial podendo levar a excitoxicidade, inflamagéo, neurodegeneragéo e apoptose
(Holm et al 2012). Os astrdcitos juntamente com a microglia apresentam um papel
crucial no processo neuroinflamatério e sdo reconhecidos como participantes ativos em

varias condicgdes patoldgicas ou doencgas neurodegenerativas cronicas (Liu et al 2011).
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1.1.2.3 - S100B

A S100B é um membro da familia de proteinas S100 assim denominadas por
serem sollveis em uma solucdo 100% saturada de sulfato de aménio (Moore 1965).

E uma proteina secretada por astrécitos (Shashoua et al 1984), abundante em
células gliais do SNC e periférico (SNP) de mamiferos (Donato 1999). Possui efeitos
parécrinos e autdcrinos nas células gliais, neurénios e microglia. Pode ser encontrada
solivel no citoplasma, associada a membrana plasmatica, a outras membranas
intracelulares e ao citoesqueleto, o que sugere seu papel em diversos processos celulares
(Sorci et al 1998). E uma proteina que atua regulando a fosforilagdo de proteinas, a
atividade enzimatica, a homeostase do célcio e a dindminca do citoesqueleto. A S100B
reduz a fosforilacdo de algumas proteinas, como por exemplo, a GFAP (proteina acida
fibrilar glial), o que deve refletir a interacdo da S100B com residuos no dominio N-
terminal destas proteinas (Bianchi et al 1996). Embora sua funcdo ainda ndo esteja bem
estabelecida, estudos sugerem que a S100B apresente um papel na transducdo de sinal,
por ligar a elevacdo do calcio citosolico ao estado de fosforilacdo de importantes
proteinas alvo. Portanto, a S100B, atraves da fosforilacdo proteica, pode ser uma forma
de regular passos especificos nas vias de sinalizacdo (Donato 2001).

Por sua capacidade de interagir com a frutose-1,6-bifosfato aldolase e estimular
a fosfoglicomutase acredita-se que a S100B desempenhe algum papel no metabolismo
energético (Landar et al 1996). Além disso, a S100B regula a proteina cinase nuclear
(Ndr) importante na divisdo e morfologia celular (Millwar et al 1998).

Os mecanismos pelos quais a secrecdo de S100B ocorre ainda nédo estdo
completamente elucidados, o que se sabe é que o fator neutréfico derivado do encéfalo

(BDNF) poderia promover a liberagcdo atraves de vesiculas. Contudo, isso ainda é um
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enigma visto que o gene dessa proteina ndo possui dominio sinalizando secrec¢ao (Nisshi
et al 2000).

A S100B é expressa em um numero restrito de tipos celulares como: astrécitos,
linfocitos, oligodendrécitos maduros, células progenitoras neurais, certas populacoes
neuronais, adipdcitos entre outras.

Estudos recentes mostram a S100B como um util marcador molecular e
periférico de ativacdo astroglial em desordens cerebrais e que seu conteldo esta
associado a varias doencas psiquiatricas e neuroldgicas (Rothermund et al 2003 e Sem
et al 2007) apresentando aumento na sua expressdo em Varios tumores, no cérebro de
idosos, no cérebro de pacientes afetados pela doencas de Alzheimer, esquizofrenia,
epilepsia cronica, infeccdo por HIV entre outras condi¢des (Donato et al 2009). Além
disso, estudos mostram que a IL-1p modula a secregdo de S100B em cultura de
astrdcitos de fatias de hipocampo (de Souza et al 2009) e que existem evidéncias de que
S100B modula e € modulada por citocinas pré-inflamatérias (Kim et al 2004, Bianchi et

al 2010 e Ponath et al 2007).

I. 1.2.4 — Proteina &cida fibrilar Glial (GFAP)

A GFAP, constitui o principal componente estrutural de astrécitos de individuos
adultos (Sofroniew & Vinters 2010), visto que esta presente nos filamentos
intermediarios do citoesqueleto celular, de astrécitos e algumas outras células (Eng &
Ghirnikar 1994, Cullen 1997). A fosforilacdo de sitios especificos da GFAP, regula o
equilibrio dindmico entre seu estado polimerizado e despolimerizado, desempenhando

papel importante na mitose (Rodnight et al 1997). Um estudo in vitro, mostrou que a
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S100B atua na regulagéo do sistema fosforilante da GFAP, reduzindo sua fosforilagéo
(Ziegler et al 1997). A fosforilacdo de proteinas mostra-se de fundamental importancia
visto que € um processo pelo qual sinais extracelulares, tanto no SNC, quanto nos
demais tecidos, produzem seus efeitos bioldgicos, através da transducdo de sinal
(Nestler e Greengard 1993).

Estudos realizados com ratos transgénicos mostraram que a expressao de GFAP
ndo é fundamental para a aparéncia e funcdo normal da maioria dos astrocitos no SNC
saudavel, mas é importante para o processo de astrogliose reativa, que é caracterizada
pela proliferagdo de astrocitos ou hipertrofia astrocitica, o maior fenémeno de muitas
condicBes patoldgicas do SNC e pela formagdo de “cicatriz” glial (Sofroniew & Vinters
2010). Além disso, o aumento no imunoconteldo de GFAP, independentemente de
haver ou ndo proliferacdo astroglial, € comumente usado como medida de astrogliose
(Sofroniew & Vinters 2010).

A astrogliose ocorre em condigdes extremas envolvendo injuria cerebral
(Tramontina et al 2007). Estudos mostram que os astrécitos respondem ao LPS
aumentando a expressdo de GFAP (Vergara et al 2010, Brahmachari et al 2006)

Middeldorp & Hol em 2011, através de estudos in vitro e in vivo mostraram que
a GFAP participa de outros processos como migragéo celular, funcionamento adequado

da BHE, vias de transducdo de sinal e interagdes neurdnio-glia.

I. 1.3 - Metabolismo energético

l. 1.3.1 - Rede fosforiltransferéncia
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Para que haja um equilibrio entre o consumo e a geracdo de ATP é necessario
que 0s mecanismos intracelulares responsaveis por esse processo estejam perfeitamente
alinhados (Dzeja et al 2003).

A funcdo de transferir grupos fosforil é executada por uma rede de enzimas
intracelulares, catalisada principalmente pela creatina cinase (CK — E.C. 2.7.3.2),
adenilato cinase (AK — E.C. 2.7.4.3) e enzimas glicoliticas, como a hexocinase (HK). A
perfeita regulacdo dessas enzimas permite que o sistema celular bioenergético produza o
ATP e o entregue a seus consumidores a taxa correspondente a velocidade de consumo

(Dzeja et al 2000).

. 1.3.1.1- Creatina cinase

O encéfalo contém altos niveis de CK, uma enzima que catalisa uma reacao
reversivel, onde o ATP € regenerado a partir de ADP e fosfocreatina, uma forma de
reserva energética (Wallimann & Hemmer 1994). Segundo a reacdo: Creatina + ATP
< Fosfocreatina (PCr) + (ADP), definida como sistema PCr/CK (Lowe et al 2013).
Essa reacdo desempenha papel fundamental no metabolismo energético celular de
tecidos com alta demanda energética, como cérebro e musculos cardiaco e esquelético.

H& diversas isoformas da enzima na célula, contudo, as principais sdo a
citosolica (CKcit), mitocondrial (CKmit), muscular (CK — MM) e a cerebral (CK — BB).
As isoenzimas da CKcit sdo sempre co-expressas em tecidos especificos junto com a
isoforma mitocondrial. A interacdo entre essas duas isoformas é de fundamental
importancia na homeostasia energética celular (Silva et al, 2003).

As isoformas séo exibidas dentro da célula de forma compartimentada, onde a

energia liberada é captada (glicolise e mitocondria) ou utilizada (ATPases e cinases no
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citosol) e sdo unidas, funcional e estruturalmente pelo circuito da fosfocreatina (PCr),
formando assim um sistema intracelular de distribuicdo de energia (Wallimann et al
1992).

O sistema PCr/CK desempenha multiplas fungdes integradas nas celulas do
encéfalo, tais como, tampdo energético temporario, capacidade metabodlica de
transferéncia de energia e controle metabdlico (Saks et al 1996).

Além disso, alteragBes na atividade da CK vém sendo associadas a condigdes
patoldgicas do encéfalo relacionadas com déficit de energia. Em condi¢fes anoxicas a
adicdo de creatina aumenta os niveis de PCr reduzindo a queda de ATP, a liberacédo de
calcio (Caz*) e a morte celular (Carter et al 1995). Alguns estudos tém demonstrado
que a atividade da enzima é severamente reduzida em diversas doencas
neurodegenerativas (David et al 1998, Aksenov et al 2000). Em doengas onde a
disfuncdo energética € comumente observada, tais como a doenga de Hungtinton, a

creatina apresenta um efeito neuroprotetor.

l.1.3.1.2 - Adenilato cinase

Enzima responsavel pela interconversdo de ATP, ADP e AMP (Pucar et al

2000). Reacdo catalisada pela AK:

2 ADP «— ATP + AMP

Catalisando a troca de grupos fosforila entre nucleotideos e a sinalizacdo de
AMP, a AK regula a atividade de enzimas da glicolise e glicogenolise, integrando

ambas as rotas e assim uma rapida resposta a flutuacdes na demanda de energia pelos
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tecidos. Portanto, a AK tem um papel fundamental dentro do sistema de regulagéo
metabdlica, coordenando componentes de rede bioenergética celular (Dzeja et al 2009).

A enzima potencializa o papel energético do ATP por ter habilidade de regenerar
0 ATP a partir de dois ADP e também pela regulacdo dos processos envolvendo os
nucleotideos adenina.

Juntamente com a CK e a piruvato cinase (PK), a AK é responsavel pela rede
fosforiltransferéncia, atuando na transferéncia de grupamento fosforil do ATP da
mitocondria para o citosol, garantindo assim, o fluxo de energia para os locais de
demanda energética, uma vez que o ATP parece ser pouco difundido pela célula apés
ser produzido (Ames 2000). Alguns trabalhos tém demonstrado que quando a atividade
de uma delas (CK e AK) é diminuida, a atividade da outra aumenta (Dzeja et al 2002,

Dzeja et al 2003).

l.1.3.1.3 - Hexocinase

Enzima localizada no citosol, que catalisa a primeira reacdo da via glicolitica
(Marks et al 2007). A enzima esta presente em quase todas as células do organismo,
ainda que sob outras formas, como a glicocinase, no hepatocito. A hexocinase cerebral
esta ligada associada a membrana mitocondrial externa e 0 ADP produzido pela enzima
controla o potencial de membrana e a geracdo de espécies reativas (Da Silva et al 2004).
Essas isoenzimas sdo codificadas por genes diferentes, tendo propriedades cinéticas

regulatdrias variadas (Nelson e Cox 2008).

A enzima utiliza ATP como doador de fosforil ao grupo carbono 6 da glicose,

formando a glicose-6-fosfato (Nelson e Cox 2008).
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Além disso, a atividade da HK controla a sintese de ATP e a apoptose no

cérebro (Da Silva et al 2004).

I. 1.3.2 - Complexos respiratdrios e fosforilacdo oxidativa

A fosforilacdo oxidativa é o principal processo de producdo de ATP nas células
que possuem mitocondrias. Na auséncia de hipdxia esse processo é dependente de ATP,
ADP e fosfato inorganico (Pi) e da razdo mitocondrial NADH/NAD*, que é
determinada pela atividade da cadeia de transporte de elétrons e pela transferéncia de
elétrons provenientes de reagdes catalisadas por enzimas mitocondriais (Erecinska e
Silver 1994).

A cadeia de transporte de elétrons é composta por varios complexos enzimaticos
e uma coenzima lipossollvel, a coenzima Q ou ubiquinona. O complexo | transfere os
elétrons do NADH para a ubiquinona. O complexo Il (succinato: ubiquinona
oxirredutase) reduz a ubiquinona com elétrons do FADH, provenientes da oxidagédo do
succinato a fumarato no ciclo do &cido citrico. O complexo Il catalisa a reducdo do
citocromo ¢ a partir da ubiquinona reduzida. Por fim o complexo IV (citocromo ¢
oxidase) catalisa a tranferéncia de elétrons de moléculas reduzidas de citocromo ¢ para
0O,, formando H,O. A cadeia transportadora de elétrons, composta pelos quatro
complexos citados anteriormente mais o complexo V (ATPase) recebe elétrons das
coenzimas NADH e FADH; e os transfere através de uma série de reagdes de oxidacao-
reducdo até o oxigénio molecular e simultaneamente acopla essa reacdo exergonica a

translocacéo de protons através de membrana mitocondrial interna (Wallace 1999).
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O fluxo de elétrons através dos complexos da cadeia respiratdria é acompanhado
pelo bombeamento de prétons da matriz mitocondrial para o espaco intermembrana,
através dos complexos I, 11l e IV, gerando um potencial de membrana. Esse gradiente
eletroquimico gerado transmembrana leva a formacao de ATP apartir de ADP e Pi pelo

complexo V (Wallace 1999).

I. 1.4 - Espécies reativas e estresse oxidativo

O termo espécies reativas (ER) é utilizado para denominar, tanto espécies
quimicas radicais, como, ndo radicais que sdo agentes oxidantes e/ou facilmente
convertidas em radicais. Como exemplos de EROS e de nitrogénio (ERNS), existe 0s
radicais superdxido (O,"), hidroxila ("OH) e éxido nitrico (NO") e os ndo radicais que
sdo agentes de oxidacdo e/ou facilmente convertidos em radicais como o &cido
hipocloroso (HOCL), o &cido hipobromoso (HOBr), o 0zbdnio (Os), 0 perdxido nitrito
(ONOO") e o peroxido de hidrogénio (H,0,). O radical livre é uma espécie quimica que
contém um ou mais elétrons desemparelhados, o que os torna altamente reativos e
capazes de reagir com qualquer outro composto situado préximo a sua Orbita externa,
passando a ter uma funcéo oxidante ou redutora de elétrons (Valko et al 2007).

Por estarem em constante producdo durante os processos metabolicos, as ER
atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons em varias reagdes bioquimicas,
desempenhando funcbes importantes no metabolismo. As principais fontes de ER séo as
organelas citoplasmaticas que metabolizam o oxigénio, nitrogénio e o cloro, gerando
grande quantidade de metabdlitos (Shami et al 2004).

A produgdo continua de ER durante os processos metabdlicos culminou no

desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidante. Estes tém o objetivo de limitar
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os niveis intracelulares de tais espécies reativas e controlar a ocorréncia de danos
decorrentes (Shami et al 2004, Ferreira et al 1997). Uma diminui¢cdo dos niveis de
antioxidantes, em decorréncia, por exemplo, de mutacdes que afetam as atividades das
enzimas de defesa antioxidantes tais como, cobre-zinco superdxido dismutase
(CuznSOD), glutationa peroxidase (GPX), ou toxinas que destroem as defesas
antioxidantes, pode resultar em estresse oxidativo. O estresse oxidativo pode causar
dano em diferentes tipos de biomoléculas, incluindo o DNA, proteinas e lipidios (Koury
et al 2003).

A geracdo de radicais livres (RL), normalmente acontece nas mitocondrias,
membranas celulares e no citoplasma e podem ser favorecidos pelos ions ferro e cobre
(Green et al 2004). O O, sofre reducdo, na mitocondria, formando agua (H:O).
Contudo, cerca de 2% a 5% do O, metabolizado sdo desviados para outras vias
metabdlicas e sua reducdo da origem a RL (Ferreira et al 1997, Koury et al 2003,
Schneider et al 2004). Na mitocondria, os complexos | (NADH desidrogenase) e 1lI
(citocromo b-c1) sdo os principais locais onde acontece a reducédo do O, e 0 vazamento
de elétrons gerando O,", na cadeia de transporte de elétrons (Cadenas et al 1977).

O H,0, pode participar da reacdo de Fenton, onde reage com ferro (Fez*)
formando Fe3* e "OH e a reacdo de Haber-Weiss em que H,O, e O, também formam
‘OH (Anderson 1996). O "OH ¢ a espécie mais reativa a todas as biomoléculas reagindo
com bases pdricas e pirimidicas dos acidos nucleicos, além de carboidratos e acidos

graxos poliinsaturados (Halliwell 2000).
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2. OBJETIVOS

I. 2.1 - Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da Pro, quando administrada de forma subcutanea crénica

isolada e quando coadministrada ao LPS, sobre diversos parametros inflamatorios, de

estresse oxidativo e de homeostase energética em homogeneizado de cértex cerebral e

cerebelo, de animais jovens.

. 2.2 - Objetivos especificos

Verificar o efeito da administracdo crénica de Pro e LPS isolados e coadministrados
sobre a expressao de S100B e GFAP.

Verificar o efeito da administracdo crénica de Pro e LPS isolados e coadministrados
sobre parametros de estresse oxidativo: TBA-RS, CAT e sulfidrilas.

Verificar os efeitos da administracdo cronica de Pro e LPS isolados e
coadministrados sobre algumas enzimas da rede fosforiltransferéncia: creatina
cinase (porcao mitocondrial e citosdlica), adenilato cinase e hexocinase.

Verificar os efeitos da administracdo cronica de Pro e LPS isolados e
coadministrados sobre a atividade dos complexos da cadeia respiratoria

mitocondrial.
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Abstract Although many studies show the toxic effects of
proline, recently it has been reported some anti-
inflammatory effect of this amino acid. Our principal objec-
tive was to investigate the effects of proline on the alterations
caused by LPS (lipopolysaccharide) administration in the ce-
rebral cortex and cerebellum of young Wistar rats. The ani-
mals were divided into four groups: control (0.85% saline);
proline, (12.8 umol of proline/g body weight from day 7 to
13; 14.6 umol of proline/g body weight from day 14 to 17 and
16.4 umol of proline/g body weight from day 18 to 21); LPS
(1 mg/g body weight); LPS plus proline. The animals were
killed at 22 days of age, 12 h after the last injection, by decap-
itation without anesthesia. The brain cortex and cerebellum
were separated for chemical determinations. The effects of
proline and LPS in the cerebral cortex and cerebellum on the
expression of S100B and GFAP, oxidative stress parameters,
enzymes of phosphoryl transfer network activity, and mito-
chondrial respiration chain complexes were investigated.
Two-way ANOVA showed that the administration of proline
did not alter the analyzed parameter in cerebral cortex and
cerebellum. On the other hand, LPS administration caused a
change in these parameters. Besides, the co-administration of
proline and LPS showed the ability of Pro in preventing the
effects of LPS. These results indicated that LPS induces in-
flammation, oxidative stress, and alters energy parameters in
cerebral cortex and cerebellum of the rats. Moreover, co-
administration of Pro was able to prevent these harmful effects
of LPS.
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Introduction

Proline (Pro) and its metabolite (hydroxyproline) are different
amino acids both chemically and biochemically [1, 2].
Because of the pyrrolidine ring, Pro cannot be metabolized
by the normal amino acid enzymes aminotransferases,
decarboxylases, and racemases [3, 4]. Instead, a special family
of enzymes evolved with their subcellular localizations and
mechanisms of regulation for metabolizing Pro.

Tissue and fluid concentrations of Pro are primarily related
to the balance between the enzymatic activities of the proline-
oxidizing enzyme (POX) and A-1-pyrroline-5-carboxylate
(PSC) reductase. There are now at least six enzymes, three
transporters, and seven structural genes are known to be di-
rectly involved in the interconversions of Pro and its immedi-
ate metabolites [5, 6]. Inborn errors of Pro metabolism can
result from a disturbance of P5C-associated enzyme activity.

Many studies show deleterious effects of Pro [2]; some
already bring it use as protective against oxidative stress and
apoptosis. Li et al., [7] showed that glutamine metabolites,
alanine, citrulline, and Pro effectively suppressed reactive ox-
ygen species (ROS) generation, cytochrome c release, and
activation of caspase-3, caspase-8, and caspase-9 at the phys-
iological concentrations. Besides, Pro prevented Ca(2+) in-
flux, calpain activation, DNA damage, the degradation of
the cytoskeleton, oxidation of membranes, and increased ac-
tivity of anti-hydroxyl radical in OH-induced fish
erythrocytes.

It is known that the in vivo damage of biomolecules is
initiated by ROS in a process known as oxidative stress or
via a nonradical pathway, for example, by hydrogen peroxide
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(H,0,). Free radicals (FRs) may be generated under normal
and pathological conditions. Due to the presence of an un-
paired electron, FRs are highly unstable and tend to react with
cellular elements. Particularly, the most reactive hydroxyl rad-
ical (*OH), when generated in excess, causes cellular damage
leading to cell death [8]. In living organisms, there are two
major ROS, superoxide radical (O, ) and *OH that are being
continuously formed in the process of reduction of oxygen to
water. Hydroxyl radical is generated via the Fenton reaction
from H,0; in the presence of ferrous ions or via the Heber-
Weiss reaction from H,0, and O, [9]. The requirement of
H,0, in the Fenton reaction led to the misleading concept of
oxidative stress that ignores the fact that «*OH, known to be the
most biologically active FR, is formed in vivo under hypoxic
conditions [10].

Oxidative stress and inflammation may be implicated in the
pathophysiology of numerous diseases such as cancer, diabe-
tes, obesity, cardiovascular, and neurological disorders [11,
12]. The bacterial endotoxins, lipopolysaccharides (LPS) a
component of the cell wall of gram-negative bacteria, induce
inflammatory and oxidative/nitrosative stress in vitro and
in vivo [13, 14]. The bacterial endotoxin, LPS, regulates the
inflammatory and toxic responses in tissues [15, 16].
Alterations in this inflammatory response have been reported
in different tissues in response to pharmacological interven-
tions [17, 18]. LPS increases the production of cytokines and
prostaglandin E2 (PGE2) leading to increased inflammatory
response. It also induces cytotoxicity through the production
of ROS and reactive nitrogen species (RNS) [15, 19]. Raza
et al. [20] shown that LPS treatment results in increased oxi-
dative and nitrosative stress suggesting mitochondrial dys-
function, diminishing ATP synthesis.

Considering that Pro may have opposing effects on the
intracellular redox environment; the intracellular accumula-
tion of Pro may be an adaptive stress response that affords
oxidative stress and apoptosis protection in certain mammali-
an cells [21]. The aim of this study was to investigate the
effects of Pro on the alterations caused by LPS administration
on some oxidative stress parameters, the activity of phospho-
ryl transfer network enzymes, and the activity of respiratory
chain complexes in the cerebral cortex and cerebellum of
young Wistar rats.

Materials and Methods

Animals and Chemicals

Twenty-four Wistar rats obtained from the Department of
Biochemistry, ICBS, UFRGS, Porto Alegre, RS, Brazil were
used in the experiments. Rats were kept with dams while

receiving the drugs until they were sacrificed. The dams had
free access to water and a commercial chow (Supra, Porto
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Alegre, RS, Brazil) containing 20.5% protein (predominantly
soybean supplemented with methionine), 54% carbohydrate,
4.5% fiber, 4% lipids, 7% ash, and 10% moisture. The animals
were maintained at a room acclimatized at constant tempera-
ture (22 £ 1 °C), with a 12-12 h light-dark cycle. The
“Principles of Laboratory Animal Care” (NIH publication
85-23, revised 1996, http://www.nap.edu/readingroom/
books/labrats/) were followed in all the experiments. This
protocol was approved by the Ethics Committee For Animal
Investigation of the Federal University of Rio Grande do Sul.
All Chemicals were purchased from Sigma Chemical Co., St
Louis, MO, USA.

Chronic Treatment

Pro was administered, daily, subcutaneously, from 7th to the
21st day of life. Pro was dissolved in 0.85% saline and buff-
ered to pH 7.4 with NaOH. Rats were randomly separated into
four groups. Volumes of 10 pL per g of body weight were
used for each substance administered. Animals received twice
aday ata 12-h interval, subcutaneous administration of Pro or
saline, intraperitoneal administration of LPS, or subcutaneous
and intraperitoneal administration of Pro+ LPS, respectively.
The four groups were: control, proline, LPS, and proline+
LPS. Pro, LPS, and saline solutions were buffered to pH 7.4.
Dose used of Pro were: 12.8 umol of Pro/g body weight,
during the first 7 days of treatment, from day 14 to 17 they
received 14.6 pmol of Pro/g body weight and from day 18 to
21 they received 16.4 pmol of Pro/g body weight.
Pharmacokinetic parameters were used for the calculation of
Pro doses to achieve plasma levels between 1.2 and 1.5 mM
and brain Pro concentrations between 0.2 and 0.5 mM, 60 min
after the injection [22]. Dose used of LPS was 1 mg/kg of
body weight. The animals were killed at 22 days of age,
12 h after the last injection, by decapitation, without anesthe-
sia. The brain cortex and cerebellum were separated for chem-
ical determinations. These structures were chosen because are
altered in the patients.

Preparation of Brain Tissue

After decapitation, the brain was immediately removed and
dissected on a glass dish over ice. The cerebral cortex and
cerebellum isolated were homogenized with 140 mM KCL
buffer (pH 7.4) (1:10 w/v) and 20 mM sodium phosphate
and centrifuged at 800xg for 10 min at 4 °C for the measure-
ments of the oxidative stress parameters.

For assays of the enzymes of phosphory! transfer network,
the cerebral cortex and cerebellum were homogenized in SET
buffer (0.32 M sucrose, | mM EGTA, 10 mM Tris-HCL,
pH 7.4) (1:10 w/v). The homogenate was centrifuged at
800xg for 10 min at 4 °C. Part of the supernatant was used
for determination of AK activity; the pellet was discarded, and
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the supernatant was centrifuged at 10.000xg for 15 min at
4 °C. The supernatant of this second centrifugation, contain-
ing cytosol and others cellular components as endoplasmatic
reticulum, was collected for determination of cytosolic CK
activity. The pellet, containing mitochondria, myelin, synap-
tosomes, and membrane fragments was washed twice with the
same SET buffer, resuspended in 100 mM Trizma—15 Mm
MgSO4—buffer, pH 7.5, for determination of mitochondrial
CK activity.

Measurements of Inflammatory Parameters
S100B Measurement

S100B, a calcium-binding protein, is considered an inflamma-
tory cytokine, and a marker of astroglial activation in various
brains disturbs. S100B was measured by ELISA, as described
[23]. Briefly, 50 uL of sample plus 50 pL of Tris buffer were
incubated for 2 h on a microtiter plate coated with monoclonal
anti-S100B. Polyclonal anti-S100B was incubated for 30 min,
and then peroxidase-conjugated anti-rabbit antibody was
added for a further 30 min. Color reaction with o-
phenylenediamine was measured at 492 nm. Data are
expressed as ng/mL.

GFAP Measurement

GFAP is a specific marker of astrocytes, and its elevation is
considered a sign of astrogliosis, a consequence of brain dam-
age. ELISA for GFAP was carried out as previously described
[24] by coating microtiter plates with 100 pL of samples for
24 h at4 °C. Incubation initiated with a polyclonal anti-GFAP
from rabbit for 1 h and was followed by incubation with an
antibody conjugated with peroxidase for 1 h, at room temper-
ature. A colorimetric reaction with o-phenylenediamine was
measured at 492 nm. Data are expressed as ng/mL.

Measurements of Oxidative Stress Parameters

Thiobarbituric Acid Reactive Substances Measurement
(TBA-RS)

TBA-RS levels were measured according to by Ohkawa et al.
[55] with slight modifications. TBA-RS measures mainly
malondialdehyde (MDA), a product of lipoperoxidation
caused mostly by hydroxyls free radicals. Hydroxyls free rad-
icals are mainly formed from H,O, by the iron-catalyzed
Fenton reaction or by the Haber-Weiss reaction [25]. The
samples and reagents were added in the following order:
200 pL of tissue supernatant; S0 pL of 8.1% SDS (sodium
dodecyl sulfate); 375 uL of 20% acetic acid in aqueous solu-
tion (v/v) pH 3.5; 375 puL of 0.8% thiobarbituric acid (TBA).
The mixture was mixed, and the reaction was carried out in

boiling water for 5 min and was centrifuged at 750xg for
10 min. TBA-RS were determined spectrophotometrically at
532 nm. A calibration curve was generated using 1,1,3,3-tetra
methoxypropane as a standard. TBA-RS were expressed as
nmol of TBA-RS per mg of protein.

Total Sulfhydryl Content

The sulthydryl assay is a method where reduction of 5,5'-
dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) by thiols, generating
a yellow derivative (TNB) (thionitrobenzoic acid), whose ab-
sorption is measured spectrophotometrically at 412 nm and
was performed according to a previously published method
of Aksenov [26]. Alteration of the total sulfhydryl content
may correlate to oxidation of nonprotein compounds indicat-
ing oxidative damage to proteins. The results were expressed
as nmol of TNB per mg of protein.

Catalase (CAT) Activity

CAT activity was assayed according to Aebi [27] by measur-
ing the absorbance decrease at 240 nm of H,O,. The reaction
medium contained 20 mM H,0,, 0.1% Triton X-100, 10 mM
potassium phosphate buffer, pH 7.0, and 10 pL of superna-
tants. CAT is responsible for the transformation of H,O, in
H,O. This peroxide can react with thiol and methionyl groups
of proteins, and from the high reactive *OH. One CAT unit is
defined as 1 pmol of H,O, consumed per min. The specific
activity is expressed as CAT units per mg of protein.

Superoxide Dismutase (SOD) Activity

SOD is responsible for the dismutation of O, in HO,, a less
reactive substance. SOD activity was determined as describe
carlier [28]. This assay is based on the autoxidation of pyro-
gallol in the presence of superoxide radical. SOD inhibits this
autoxidation, whose activity can be assayed spectrophotomet-
rically at 420 nm. Purified SOD was used as standard. One
unit of SOD corresponds to 50% inhibition of pyrogallol au-
toxidation. The specific activity was expressed as SOD units
per mg of protein.

Measurements of Parameters of Phosphoryl Transfer
Network

Hexokinase Activity

Hexokinase activity is one of the enzymes responsible for the
uptake of glucose by the cells. The activity of mitochondrial
bound hexokinase was determined based on a previously de-
scribed method with minor modifications [29]. Briefly, the
assay medium contained 10 mM Tris-HCI, pH 7.4, 0.1 mM
ApSA (inhibitor of adenylate kinase), 1 mM NAD, 5 mM D-
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glucose, 10 mM MgCl12, 1 mM ATP, and one unit/mL Glc-6-P
dehydrogenase in a final volume of 1 mL. The reaction tem-
perature was 37 °C. ATP generated in the mitochondria was
used to measure the mt-hexokinase activity. The standard res-
piration buffer supplemented with 2 mM succinate and
0.1 mM ADP was then added. The mitochondrial protein
was set at 0.1-0.2 mg/mL.

Creatine Kinase

Creatine kinase has two forms, one mitochondrial, and the
other cytosolic. The two enzymes act together for the transport
of the phosphoryl group formed in the mitochondria to the
cytosol. CK activity was assayed in the reaction mixture
contained the following final concentrations: 65 mM Tris-
HCI buffer, pH 7.5, 9 mM MgS04, 7 mM phosphocreatine,
and | pg of protein in a final volume of 0.1 mL. After 10 min
of pre-incubation at 37 °C, the reaction was started by the
addition of 0.3 umol of ADP and was stopped with 1 pmol
of p-hydroxymercuribenzoic acid. The creatine formed was
measured according to Hughes [30]. The results were
expressed as pumol of creatine formed per min per mg of
protein.

Adenylate Kinase

Adenylate kinase activity is crucial for the interconversion
between ATP, ADP, and AMP. AK activity was estimated by
a coupled enzyme assay with hexokinase and glucose 6-
phophate dehydrogenase (G6PD), according to Dzeja [31].
The reaction contained 100 mM KCI, 20 mM glucose,
20 mM HEPES, 2 mM NADP*, 4 mM MgCl,, | mM
EDTA, 4.5 U/mL of HK, 2 U/mL of G6PD, and 1 pg of
protein homogenate. The reaction was initiated by the addition
of 2 mM ADP, and the reduction of NADP* was followed ate
340 nm for 3 min in a spectrophotometer. Reagents concen-
tration and assay time (3 min) were chosen to assure the lin-
earity of the reaction. The results were expressed in pmol of
ATP formed per min per mg of protein.

Determination of the Respiratory Chain Complex
Activities

The respiratory chain complexes are responsible for the
mitochondrial synthesis of ATP. The activities of the re-
spiratory chain enzyme complexes succinate-2,6-
dichlorophenolindophenol-oxireductase (complex II) and
succinate: cytochrome ¢ oxidoreductase (complex II +
CoQ + complex III) were determined in brain cortex ho-
mogenates according to the method of Fischer [32]. The
activity of complex IV (COX) was measured according to
Rustin [33]. Succinate/phenazine methosulfate oxidore-
ductase (succinate dehydrogenase-SDH) activity was
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measured according to Sorensen and Mahler [34].
Briefly, the assays for measuring complex activities were
as follows: complex 1 + III-—20 mM phosphate buffer,
pH 8.0, 200 mM KCN, 1 mM NADH, 2 mM cytochrome
¢, | mM EDTA, 2 mM rotenone, and 5 pL of the homog-
enate in a final volume of 980 pL. Complex II + III—
62.5 mM phosphate buffer, pH 7.4, 2 mM cytochrome c,
100 mM sodium azide, 2 mM rotenone, 250 mM sodium
succinate, and 20 pL of the homogenate in a final volume
of 602 pL. Complex II and SDH—62.5 mM phosphate
buffer, pH 7.4, 100 mM sodium azide, 2 mM rotenone,
250 mM sodium succinate, 0.5 mM DCIP, 24 mM phen-
azine methosulfate, and 20 pL of homogenate in a final
volume of 577 pL for complex II and 602 pL for SDH
assay. Complex IV—10 mM phosphate buffer, pH 7, Mol
Neurobiol 125 mM dodecyl maltoside, 2 mM cytochrome
c, and 1 pL of the homogenate in a final volume of
1021 pL. Assays were carried out at 25 °C. Complex II,
and SDH activities were determined by measuring DCIP
reduction at 600 nm in a double beam spectrophotometer.
Complex II + III activities were determined by measuring
cytochrome ¢ reduction at 600 nm and complex IV by
measuring cytochrome c¢ oxidation at 600 nm. Results of
complex II are expressed as nmol of DCIP reduction per
min per mg of protein; the results of complex II-III are
expressed as nmol of cytochrome ¢ reduction per min per
mg of protein; the results of complex IV activity are
expressed as nmol of cytochrome ¢ oxidation per min
per mg of protein; the results of succinate dehydrogenase
(SDH) activity are expressed as nmol of DCIP reduction
per min per mg of protein.

Protein Determination

Protein content was determined by the method of Lowry et al.
[56] using bovine serum albumin as the standard.

Statistical Analysis

Data were expressed as mean + SD and were analyzed by two-
way ANOVA. When appropriate, the comparison between
means was analyzed by the Tukey test when the F value was
significant. Data were analyzed by using the Statistical
Package for the Social Sciences software (SPSS). Values were
considered significant when p < 0.05.

Results

The effects of Pro and LPS in the cerebral cortex and cerebel-
lum on the activity of the expression of S100B and GFAP,
oxidative stress parameters, enzymes of phosphoryl transfer
network, and mitochondrial respiration chain complexes were
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Fig. 1 Effects of proline (Pro)
and lipopolysaccharide (LPS)
administration on the S100B
content in cerebral cortex and
cerebellum of Wistar rats. Data
are mean + SEM for seven
animals in each group and are
expressed as ng/mL. A single
asterisk indicates p < 0.05
compared to the other groups
(two-way ANOVA)
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investigated. Two-way ANOVA showed that the administra-
tion of Pro did not alter the analyzed parameter in cerebral
cortex and cerebellum. On the other hand, LPS administration
caused a change in these parameters. Besides, the co-
administration of Pro and LPS showed the capacity of Pro in
preventing the effects of LPS.

S100B and GFAP Expression

First, we evaluated the secretion of S100B and the expres-
sion of GFAP to confirm the inflammation induction.
Two-way ANOVA showed that the S1I00B expression
was significantly increased in cerebral cortex and cerebel-
lum (Fig. 1) by the LPS administration. Interaction be-
tween Pro and LPS indicated that the co-administration
of Pro prevented these effects in the two tissues: cerebral
cortex F(1,21) = 6.11; p < 0.05 and cerebellum
F(1,21) = 5.19; p < 0.05. LPS administration increased
GFAP expression in cerebral cortex and cerebellum
(Fig. 2) and the significant interaction between Pro and
LPS indicated that Pro administration prevented these ef-
fects in cerebral cortex F(1,21) = 5.26; p < 0.05 and
cerebellum F(1,21) = 8.47; p < 0.05. The increase in
S100B and GFAP are indicative of inflammation induced
by LPS administration.

Fig. 2 Effects of proline (Pro) 50
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administration on the GFAP € 404
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Oxidative Stress Parameters

Two-way ANOVA showed that SOD activity in cerebral cor-
tex F(1,21) = 0.86; p > 0.05 and cerebellum F(1,21) = 0.55;
p > 0.05 was not affected by LPS or Pro administration. On
the other hand, the administration of LPS increased signifi-
cantly CAT activity in cerebral cortex and cerebellum (Fig. 3).
Significant interaction between Pro and LPS indicated that Pro
was effective in prevent the effect of the administration of LPS
in cerebral cortex F(1,21) = 6.75; p < 0.05 and cerebellum
F(1,21) = 447; p < 0.05. The lipids damage was evaluated
by TBA-RS levels. Two-way ANOVA suggested that LPS
administration caused an increase in TBA-RS content in cere-
bral cortex and cerebellum (Fig. 4). Co-administration of Pro
prevented these effect in the cerebral cortex F(1,21) = 8.38;
p < 0.05 and cerebellum F(1,21) = 7.68; p < 0.05. LPS ad-
ministration increased the total sulfhydryl content in cerebral
cortex and cerebellum (Fig. 5), and the co-administration of
Pro prevented this effects in cerebral cortex F(1,21) = 5.05;
p <0.05 and cerebellum F(1,21) = 8.30; p < 0.05.

Phosphoryl Transfer Network Parameters

LPS administration increased the AK activity in the brain
cortex and cerebellum (Fig. 6). The significant interaction
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Fig. 3 Effects of proline (Pro)
and lipopolysaccharide (LPS) *
administration on the catalase
(CAT) activity in cerebral cortex
and cerebellum of Wistar rats.
Data are mean + SEM for seven
animals in each group and are
expressed as units per min per mg
of protein. A single asterisk
indicates p < 0.05 compared to
the other groups (two-way
ANOVA)
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Fig. 4 Effects of proline (Pro)
and lipopolysaccharide (LPS)
administration on the TBA-RS
content in cerebral cortex and
cerebellum of Wistar rats. Data
are mean + SEM for seven
animals in each group and are
expressed as nmol of TBA
(thiobarbituric acid) per mg of
protein. A single asterisk
indicates p < 0.05 compared to
the other groups (two-way
ANOVA)
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between LPS and Pro in the brain cortex F(1,21) = 8.74;
p < 0.05 and cerebellum F(1,21) = 7.15; p < 0.05 indicated
that LPS co-administration prevented the effects of Pro. In
respect to CK mit activity, LPS administration increased the
enzyme activity in the cerebral cortex and cerebellum (Fig. 7).
The significant interaction between LPS and Pro indicated that
Pro administration prevented the effect of LPS in the cerebral
cortex activity F(1,21) = 5.03; p < 0.05 and cerebellum
F(1,21)=8.03; p < 0.05. Cytosolic CK activity was increased
by LPS administration in cerebral cortex but not in the cere-
bellum (Fig. 8). The significant interaction between LPS and

Fig. 5 Effects of proline (Pro) 150+

and lipopolysaccharide (LPS)
administration on the total
sulfhydryl content in cerebral
cortex and cerebellum of Wistar
rats. Data are mean + SEM for
seven animals in each group and
are expressed as nmol of TNB
(thionitrobenzoic acid) per mg of
protein. A single asterisk
indicates p < 0.05 compared to
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Pro F(1,21) =5.57; p < 0.05 indicated that Pro administration
prevented LPS effect in brain cortex. LPS administration de-
creased significantly the HK activity in cerebral cortex and
cerebellum (Fig. 9). The co-administration of Pro prevented
these effects in cerebral cortex F(1,21) = 5.75; p < 0.05 and
cerebellum F(1,20) = 8.62; p < 0.05.

Respiratory Chain Complexes

Two-way ANOVA showed that complexes II and III were not
affect by the LPS or Pro administration in the brain cortex.
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Fig. 6 Effects of proline (Pro)
and lipopolysaccharide (LPS)
administration on the adenylate
kinase activity in cerebral cortex
and cerebellum of Wistar rats.
Data are mean + SEM for seven
animals in each group and are
expressed as pmol of ATP per
min per mg of protein. A single
asterisk indicates p < 0.05
compared to the other groups
(two-way ANOVA)
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Fig. 7 Effects of proline (Pro)
and lipopolysaccharide (LPS) *
administration on the
mitochondrial creatine kinase
activity in cerebral cortex and
cerebellum of Wistar rats. Data
are mean + SEM for seven
animals in each group and are
expressed as pmol of creatine per
min per mg of protein. A single
asterisk indicates p < 0.05
compared to the other groups *\& Q«°
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However, LPS administration decreased the activities of com-
plex IV and SDH (Fig. 10). On the other hand, the co-
administration of Pro significantly prevented these effects in
complex IV F(1,21)=8.74; p < 0.05 and SDH F(1,21)=4.98;
p <0.05.

Discussion

LPS has been widely used experimentally to stimulate inflam-
matory responses, including in the central nervous system

Fig. 8 Effects of proline (Pro) 1.59 *
and lipopolysaccharide (LPS)
administration on the cytosolic
creatine kinase activity in cerebral
cortex and cerebellum of Wistar
rats. Data are mean + SEM for
seven animals in each group and
are expressed as pmol of creatine
per min per mg of protein. A
single asterisk indicates p < 0.05
compared to the other groups
(two-way ANOVA)
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[35]. The inflammatory response in the brain is primarily me-
diated by microglia, but growing evidence suggests a crucial
importance of astrocytes as well [36]. S100B has properties of
a neurotrophic or an inflammatory cytokine. S100B, a
calcium-binding protein, has been considered a marker of
astroglial activation in several brain disorders. Alterations in
its cerebrospinal fluid and/or serum content suggest in various
neurological and psychiatric diseases with an inflammatory
component in which S100B has often acted as a cytokine
[37, 38]. GFAP is a specific marker of astrocytes, and its
elevation is considered a sign of astrogliosis, a consequence
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Fig. 9 Effects of proline (Pro) 200+
and lipopolysaccharide (LPS)

administration on the hexokinase 1504
activity in cerebral cortex and >
cerebellum of Wistar rats. Data x> 1004
are mean + SEM for seven B §
animals in each group and are

expressed as (tmol of NADH per 50
min per mg of protein. A single

asterisk indicates p < 0.05 0-

compared to the other groups
(two-way ANOVA)

Cerebral Cortex

of several conditions involving brain injury [39]. Therefore,
the increase in secretion of S100B and expression of GFAP
indicates that LPS administration caused inflammation in ce-
rebral cortex and cerebellum. These results agree with previ-
ous reports showing that astrocytes respond to LPS adminis-
tration, increasing expression of proteins, such GFAP [40, 41]
and increase S100B secretion from astrocytes and hippocam-
pal slices [42].

After confirming the inflammatory effects of LPS, we de-
cided to investigate its effects on some stress oxidative param-
eters. Chronic administration of LPS on lipid and protein ox-
idation in cerebral cortex and cerebellum of rats was evaluated
through of content of TBA-RS and total sulthydryl. TBA-RS
reflects mainly the content of malondialdehyde, the most
abundant individual aldehyde resulting from lipid peroxida-
tion [43]. The increase of TBA-RS levels suggests that oxida-
tive damage to lipids has occurred. Lipid peroxidation is a
known mechanism that causes alterations in the structure of
cell membranes resulting in changes in structure and cell per-
meability [44]. The sulfhydryl content, an important marker of
oxidative protein damage, was increased by LPS administra-
tion, in the two tissues. CAT directly catalyzes the decompo-
sition of hydrogen peroxide (H202) into the water and
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Fig. 10 Effects of proline (Pro) and lipopolysaccharide (LPS) adminis-
tration on the activities of complex IV and succinate dehydrogenase
(SDH) in cerebral cortex and cerebellum of Wistar rats. Data are
mean + SEM for seven animals in each group and are expressed as
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molecular oxygen [27]. The activity of SOD, an antioxidant
enzyme responsible for metabolizing superoxide anion (O, )
to hydrogen peroxide (H,0,), was not affected by LPS.
Therefore, this study showed that LPS administration was able
to increase the activity of CAT, suggesting the accumulation of
H,0,. This increase in CAT activity is in agreement with stud-
ies showing that this increase can be a consequence of an
enzymatic adaptation, since literature describes that antioxi-
dant enzymes can respond to the increase of oxidative stress
by increasing its activities, reducing the damage [45].
Moreover, decreasing antioxidant system could cause the ac-
cumulation of H2,0, or products of its decomposition and
O, [46]. Co-administration of proline prevented the effects
elicited by LPS administration on oxidative stress, suggesting
that this amino acid may act as an antioxidant or anti-
inflammatory agent.

Mitochondrial dysfunction and particularly defect of mito-
chondrial complex-I of the respiratory chain contributes to
oxidative stress and neuronal damage [47-49]. LPS did not
alter the activity of I-III complexes. On the other hand, we
have found that LPS was able to inhibit the succinate dehy-
drogenase and complex IV activities, suggesting that the mi-
tochondrial respiratory chain was altered in the cerebral cortex
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cytochrome ¢ oxidation per min per mg of protein and nmol of
dichlorophenolindophenol per min per mg of protein for complex IV
and SDH, respectively. A single asterisk indicates p < 0.05 compared to
the other groups (two-way ANOVA)
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of rats. Reduction of the electron transport chain flow (dimi-
nution of oxidative phosphorylation) implies lower ATP pro-
duction to sustain energy needs of the cells. However, we did
not analyze these parameters in the cerebellum. Therefore, say
that mitochondrial respiration has changed in the cerebellum
would be the only speculation based on our results with the
cerebral cortex.

Previous studies already demonstrated that kinases are
enzymes containing thiol groups in their structure, very
sensitive to the action of oxidative stress. Therefore, we
evaluated the activity of three kinases important in phos-
phoryl transfer network: CK, AK, and HK. Our results
demonstrated that administration of LPS provokes a di-
minished hexokinase activity in cerebral cortex and cere-
bellum. In respect to AK and CK mit, the activities in-
creased in the two tissues, whereas CK cyt activity in-
creased only in the brain cortex. All these findings are
very relevant since diminution of one or more activities
in the phosphoryl transfer network promotes the increase
of the activity of one or more enzymes in an attempt to
preserve energetic homeostasis [31, 50, 51]. We also ob-
served that co-administration of proline prevented these
effects of LPS in the two tissues. This network contributes
to efficient intracellular energetic communication, main-
taining the balance between cellular ATP consumption
and production preserving cell phenotype and survival
under stress [26, 52, 53].

As already shown in our results, proline prevents the
effects of LPS administration in cerebral cortex and cere-
bellum in almost all analyzed parameters. This effect of
Pro can be explained based on studies indicating its anti-
oxidant effects [7, 21]. Li et al. [7], proposed that gluta-
mine and its metabolites, including proline, can be used to
prevent the formation of *OH. Their results demonstrated
that alanine, citrulline, and Pro could protect mammal
erythrocytes and nucleated cells against oxidative stress
and apoptosis in mammal cells. These results can be ex-
plained by the proline cycle. In this cycle, Pro is oxidized
to P5C by mitochondrial proline oxidase. P5C is released
from mitochondria and is recycled back to proline by P5C
reductase with concomitant oxidation of NADPH. This cy-
cle transfer reducing equivalents from NADPH into mito-
chondria [4]. NADPH-derived reducing equivalents trans-
ferred into mitochondria as proline were generated from
glucose oxidation, the proline cycle can be linked to the
pentose phosphate pathway [4]. Systemic LPS induces ox-
idative stress, systemic, and brain inflammation. The neu-
roinflammation is mainly due to glial activation [54].
Alteration of blood-barrier, mitochondrial dysfunction,
and oxidative stress are usually present in the brain.
However, the relationship between inflammation and oxi-
dative stress is not fully understood. The results of this
work suggest that oxidative stress is the main cause of

the brain inflammation. However, it is not possible to rule
out that Pro may have direct effects on the inflammatory
process.

In summary, in this study, it was demonstrated that proline
was able to prevent several alterations induced by LPS on
inflammatory, oxidative stress, and energetic parameters in
cerebral cortex and cerebellum of rats. Further experiments
may be carried out to confirm these results. If similar findings
were achieved in humans, it is feasible to propose that Pro
could be used as a potential adjuvant therapy for patients af-
fected by brain diseases involving inflammation.
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I11. 1- DISCUSSAO

No presente trabalho, avaliamos os efeitos de Pro e LPS, em cdrtex cerebral e
cerebelo, quando administrados de forma cronica, isolados e quando co-administrados
em ratos wistar do 7° ao 21° dia de vida. Os diferentes periodos de desenvolvimentos
em humanos e em ratos, em geral, seguem o mesmo perfil. E estimado que o cérebro
dos ratos, no sétimo dia pos natal, seja equivalente ao cérebro de humanos ao
nascimento (Andrews e Fitzgerald 1997, Dobbing e Sands, 1979). Em funcéo disso, 0s
modelos quimicos utilizando ratos ndo conseguem reproduzir as doengas humanas em
toda sua complexidade, mas sdo de extrema importancia para que substancias sejam

avaliadas de forma isolada, quanto a todos seus efeitos no organismo.

Para o desenvolvimento das analises bioquimicas do presente estudo, parametros
inflamatdrios, de estresse oxidativo, e metabolismo energético de cortex cerebral e
cerebelo de ratos jovens foram avaliados visto que se sabe da relagcdo do cortex cerebral
e as funcdes cognitivas, além do envolvimento direto de cArtex e cerebelo nos processos
de doencas neurodegenerativas envolvendo, dentre outros fatores a inflamagédo, com a
doenca de Alzheimer (Baldacara et al 2008; Wegiel et al 1999). Em adicdo a isso,
estudos prévios realizados por nosso grupo ja demonstraram os efeitos da administracdo

de Pro sozinha nessas duas estruturas cerebrais (Kessler 2003).

Niveis baixos de Pro (51 a 271 uM), normalmente, sdo encontrados no plasma
(Phang et al 2001). Sendo niveis elevados associados a defeitos genéticos, onde
mutacdes na POX e P5CDH podem gerar um excesso de Pro (>500uM), chamado
hiperprolinemia. Essa condigdo esta, frequentemente, associada a retardo mental e
epilepsia. Como descrito anteriormente na introducéo, as hiperprolinemias podem ser
divididas em tipo | e tipo Il, caracterizados por deficiéncias genéticas e bioquimicas
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distintas nas vias catabdlicas. Na busca da melhor compreensdo dos efeitos toxicos
ocasionados pelo acimulo de Pro e seus metabdlitos, diversos estudos foram
desenvolvidos, inclusive por nosso grupo, onde Kessler e colaboradores em 2003,
mostraram que o tratamento agudo, assim como o efeito in vitro da Pro foram capazes
de diminuir a atividade de CK em homogeneizado total de cortex, cerebelo e encéfalo
médio dos animais. Além disso, mostrou-se que concentracdes elevadas de Pro induzem
a peroxidacdo lipidica e reduzem as defesas antioxidantes enziméticas e ndo-
enzimaticas em cérebro de ratos (Delwing et al 2003).

Na contramao de todos os trabalhos desenvolvido por nosso grupo, os resultados
do presente trabalno mostram efeitos bastante distintos dos citados anteriormente.
Utilizando o0 mesmo modelo crénico de Moreira (1989), nossos achados mostram que a
Pro, quando administrada isoladamente, ndo foi capaz de alterar o conteido de S100B e
GFAP, os conteudos de sulfidrilas e TBAR-RS e nem a atividade da CAT, também néo
alterou as atividades das enzimas da rede de fosforiltransferéncia, AK, CK e HK, nem
dos complexos da cadeia respiratéria mitocondrial em nenhum dos dois tecidos
avaliados. Ao passo que a administracdo de LPS foi capaz de aumentar a secrecdo de
S100B e GFAP, a atividade da CAT, os contetdos de sulfidrilas e TBA-RS, a atividade
das enzimas HK, AK e CK, com excessdo da CKcit no cerebelo, além de aumentar a
atividade dos complexos IV e SDH da cadeia respiratéria mitocondrial em ambos os
tecidos. Em adigéo a isso, a Pro quando administrada com o LPS foi capaz de prevenir
seus efeitos em todos os parametros por ele alterados, contudo os resultados da
administracdo de LPS e Pro+LPS, abordaremos mais adiante na discuss&o.

Os resultados apresentados pela administracdo de Pro, podem ser explicados
pelo fato de que embora sintomas neuroldgicos ocorram em diversos pacientes, a

neurotoxicidade da Pro ainda é controversa. A HPI, por exemplo, onde os niveis de Pro
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podem estar de 5 a 10 vezes mais elevados (700 a 2400 puM) do que o considerado
normal ndo estd, necessariamente, associada a manifestacfes clinicas, podendo ser
considerada uma condicdo benigna em muitos individuos (Phang et al 2001). Além
disso, apesar de existir uma aparente relacdo entre o acimulo de Pro e os sintomas
neurolégicos em pacientes com HPII e essas disfungdes neuroldgicas serem encontradas
em muitos pacientes hiperprolinémicos, o mecanismo exato pelo qual isso acontece
permanece pouco compreendido. Diante disso, poderiamos questionar se efetivamente,
0 acumulo de Pro sempre acarrete em efeitos toxicos ou se esses acontecem quando
altos niveis do aminoacido estdo associados a mais algum fator predispositorio ainda
ndo descrito. Pois, como ja falado anteriormente, apesar de alguns fenétipos
encontrados em pacientes com HPI, como problemas auditivos, anormalidades oculares,
retardo mental e outras alteragdes neuroldgicas, muitos outros sdo assintomaticos
(Mitsubuchi et al 2008, Phang et al 2001).

Além dos efeitos toxicos da Pro ndo estarem bem estabelecidos alguns grupos
vém desenvolvendo trabalhos que mostram seus efeitos benéficos. Pro serve como um
pré-oxidante na sinalizacdo apoptética via atividade da PRODH o que pode ser um
importante mecanismo para reduzir a carcinogénese. Phang e outros pesquisadores
mostraram que em células de mamiferos a expressdo de PRODH é ativada pela p53 com
a oxidacdo de Pro levando ao aumento de espécies reativas (ER) e inducdo de morte
celular de varias linhagens celulares de cancer (Donald et al 2001, Rivera e Maxwell
2005, Pandhare et al 2006 e Polyak et al 1977) . A Pro tem um papel bioldgico
importante na resposta ao estresse, sendo utilizada por varios organismos para
compensar desequilibrios celulares causados pelo estresse oxidativo, ambiental e

nutricional (Rodriguez & Redman 2005; Liang et al 2003).
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Além de Pro, o LPS também foi administrado de forma isolada, a fim de induzir
a neuroinflamacdo. Em condi¢cBes normais o SNC é fortemente anti-inflamatorio,
estando, principalmente sob a influéncia da interleucina 10 (IL-10) e fator de
transformacédo do crescimento beta (TGF-B) (Jensen et al 2013). Quando a atividade
neuroinflamatdria acontece e por um curto periodo de tempo, seus efeitos podem ser
considerados neuroprotetores, contudo, a inflamagdo cronica pode trazer efeitos
prejudiciais para 0 SNC (Streit et al 2004).

Atualmente tem sido sugerido que a etapa inicial de um processo inflamatério no
SNC consiste na migracdo de células T ativadas através da BHE, levando a uma
ampliacdo da resposta imune através de diferentes mediadores inflamatdrios, como
citocinas, peptideos vasoativos e outras neurotoxinas liberadas por células ativadas do
sistema imune e por células residentes no SNC, como a microglia (Martino et al 2000,
Kornek & Lassmann et al 2003). A neuroinflamacdo tem sido associada a
fisiopatogenia de diversas doencas do SNC, tais como, doenca de Alzheimer, doenca de
Parkinson, esclerose lateral amiotréfica, esclerose mudltipla, isquemia cerebral e ao
mesmo tempo € um evento que ocorre naturalmente com o envelhecimento cerebral
(Glass et al 2010, Sparkman & Johnson et al 2013, Jensen et al 2013).

Estudos realizados em modelo animal para esclerose multipla tém demonstrado
que células T podem atravessar a BHE e BHL intactas e alcancar o fluido
cerebroespinhal, espago perivascular e subaracnéide (Engelhardt 2010). Além disso,
analises realizadas a partir do infiltrado inflamat6rio observado nas lesGes ocasionadas
pela Esclerose Multipla mostram que esse € constituido principalmente por linfocitos T,
B e macrdfagos (Matute e Pérez-Cedra 2005).

O sistema imune inato reconhece estruturas moleculares tipicas de patdgenos

microbianos. O LPS é uma dessas estruturas capazes de desencadear 0s mecanismos da
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resposta imune inata ao ser reconhecido por receptores do tipo TLR4 em varias células
que participam da resposta imunoldgica (Hawiger 2001). Em quadros de
neuroinflamacdo experimental induzida por administracdo sistémica de LPS, tanto
citocinas e quimiocinas, quanto o LPS diretamente, séo capazes de alterar o estado de
repouso (ou vigilante) da microglia para o estado ativado (Hanisch e Kettenmann 2007)
0 que faz com que ocorra um padrdo de fagocitose associado a liberacdo de diversos
mediadores pro-inflamatorios (Hasler, Prinz et al 2002).

Astracitos e microglia tém papel fundamental no processo inflamatdrio do SNC,
tornando-se  ativados em resposta a diversos estimulos, de mudangas sutis no
microambiente a dano tecidual intenso. Ambos expressam receptores TLRs e quando
ativados liberam uma variedade de citocinas pré-inflamatorias, incluindo o TNF-a. A
microglia é a principal célula de defesa do SNC e atua como primeira linha de defesa. E
composta por macrofagos residentes no cérebro e medula espinhal, com predominante
localizag&o na substancia cinzenta e em maiores concentra¢Ges no hipocampo, ganglios
basais e substancia nigra (Block et al 2007). Em condi¢Ges normais a microglia mantém
sua morfologia ramificada que esté associada a producdo de fatores neurotréficos como
IGF-1 e BDNF (Streit 2002) além de citocinas anti-inflamatdrias para a manutencgéo da
homeostase cerebral (Streit 2002, Block et al 2007).

Contudo, na lesdo neuroldgica, a microglia altera sua morfologia expressando
moléculas de superficie como CD14, complexo de histocompatibilidade ou MHC e
receptores de quimiocinas (IL-1B, IL-6 , TNF-a) (Cho et al 2006), desencadeando a
resposta inflamatdria no SNC. Estes estimulos, externos e internos (exemplo, agregados
protéicos) séo identificados pela microglia, elevando os fatores inflamatérios.

Ao contrario do que se pensava, alguns estudos demonstraram que 0s astrocitos

ndo sdo somente suportes passivos da arquitetura e homeostase neuronal sem papel na
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in tegracdo de sinal, mas sim participantes ativos com neurdnios em todas as fungdes
essenciais do encéfalo (Sofroniew e Vinters 2010). Além disso, um dos papeis
importantes dos astrocitos no SNC é a vigilancia imunoldgica. Eles agem formando
uma glia limitante ao redor dos vasos sanguineos, restringindo o acesso de células
imunes do sangue para o parénquima cerebral, e ao contrério de outras células do SNC,
sdo resistentes a morte por apoptose induzida por receptor, mostrando-se bem equipados
para sobreviver a insultos inflamatérios (Farina et al 2007).

Sendo assim, astrécitos e microglia apresentam papel fundamental no processo
neuroinflamatdrio e sdo reconhecidos como participantes ativos em varias condigdes
patoldgicas ou doencas neurodegenerativas cronicas (Liu et al 2011).

Semelhante as células microgliais, os astrdcitos tornam-se ativados em resposta
a varios estimulos, de mudancas sutis no microambiente a dano tecidual intenso. Esse
processo é conhecido como astrogliose reativa, o qual € uma resposta ndo homogeénea e
finamente graduada que varia de acordo com o tipo, gravidade e duracdo do insulto
(Sofroniew & Vinters 2010). Os astrocitos reativos apresentam, dentre outras alteragdes,
0 aumento na expressao de GFAP, sendo essa proteina comumente usada como medida
de astrogliose (Sofroniew & Vinters 2010).

Além disso, um importante marcador de ativacao astroglial e ou morte em varias
condicBes de dano cerebral € a proteina S100B que tem sua expressdo aumentada em
varias doengas como Alzheimer, esquizofrenia, epilepsia cronica, dentre outras
condigBes patoldgicas cerebrais (Donato et al 2009). A S100B € secretada em resposta a
estimulos com vérios agentes, como TNF-o (Edwards & Robinson 2006) e IL1J,
envolvendo a via da MAPK e sinalizagdo via NFxB (DE Souza et al 2009). A S100B
tem sido apontada como util marcador molecular e periférico de dano cerebral

(Gongalves et al 2008) em varias situagcdes agudas e cronicas. Um dos motivos para isso
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é a proteina estar envolvida no ciclo das citocinas, uma teoria proposta na doenca de
Alzheimer (Griffin 2006).

A inducdo da resposta inflamatéria cerebral, pela administragdo de LPS, tem
sido atribuida, em parte a citocinas e proteinas de fase aguda, as quais podem ter origem
sistémica e central (Chakravarty e Herkenham 2005). Além disso, e sabendo-se que 0s
receptores de LPS séo altamente expressos em células da imunidade inata, é postulado
que o reconhecimento da endotoxina por células hematopoiéticas circulantes guie a
liberacdo sistémica de mediadores secundarios que, por sua vez, atuam no cérebro
(Chakravarty e Herkenham 2005).

Atualmente, diversas evidéncias mostram que a infeccdo sistémica tem um
impacto negativo sobre a funcdo do SNC sendo capaz de induzir um quadro de
inflamacéo cerebral como observado em casos de encefalopatia induzida por sepse, que
em longo prazo pode conduzir a disfungdo cognitiva (Green, Scott et al 2004). Além
disso, assim como a inflamacédo sistémica, a inflamacdo do SNC ¢é caracterizada pela
presenca de mediadores inflamatdrios tais como IL-1 B, IL-6 e TNF-0, MCP-1, MIP-2 e
prostaglandina-2 (Teeling, Cunningham et al 2010, Teeling, Felton et al 2007, Zhou,
Andonegui et al 2009 ). Seguindo nessa direcdo, diversos estudos tém demonstrado que
a administracdo sistémica de LPS conduz a importante resposta inflamatoria cerebral
(Masocha 2009, Buttini, Limonta et al 1996, Puntener, Booth et al 2012). Portanto os
dados acima corroboram nossos resultados que mostram que a administracdo crénica
intraperitoneal de LPS foi capaz de aumentar a secre¢do de S100B e GFAP nas duas
estruturas cerebrais.

Em adicédo a isso, Tyagi e colaboradores 2008 verificaram que a administracéo
de LPS em ratos além de estimular a producdo de citocinas (TNF e IL-6) em cortex

cerebral, também induz dano oxidativo lipidico. Sabe-se que a inflamacdo e o estresse
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oxidativo estdo intimamente relacionados, visto que ha uma sobreposicdo das vias de
sinalizacdo e que os mesmos fatores de transcricdo Nrf2 (Fator Nuclear Eritrdide
Derivado-2) e NFkB responsaveis pela liberagdo de mediadores inflamatérios também
séo reguladores do estado redox (Noworyta-Sokolowska et al 2013).

A administracdo intraestriado de LPS ativa células gliais aumentando a producéo
de radicais livres, tais como ‘OH (Noworyta-Sokolowska et al 2013). Além disso,
estudos prévios mostram que a neuroinflamacao causada pelo LPS reduz a atividade dos
complexos | e IV da cadeia de transporte de elétrons na medula rostral ventrolateral de
ratos (Chuang et al 2002). Esses achados reforgam nossos resultados que mostraram que
a administracdo de LPS diminuiu a atividade dos complexos IV e SDH da cadeia de
transporte de elétrons, além de trazerem fortes indicios, atraves das medidas de
sulfidrilas e TBA-RS, de dano oxidativo a proteinas e lipideos, respectivamente.

Apesar de alguns estudos anteriores demonstrarem que injecdes ICV de LPS
diminuiram os valores de CK nossos resultados mostraram que tanto CK quanto AK
tiveram suas atividades aumentadas, com excessdo da CKcit, que ndo apresentou
alteracdo em sua atividade no cerebelo. Contudo, esse aumento pode ser explicado
através de trabalhos prévios que mostram que quando a atividade de uma enzima da
rede de fosforiltransferéncia € diminuida, as outras podem ter suas atividades
aumentadas para preservar a homeostase energética (Dzeja et al 2003 e Pucar et al
2004), o que estd de acordo com nossos achados, visto que pudemos observar uma
diminuigéo na atividade da HK. Com isso, nossos dados corroboram com os resultados
acima descritos que mostram que a infeccdo sistémica é capaz de conduzir a resposta
inflamatdria cerebral.

Além dos resultados obtidos com a administracdo das duas substancias isoladas,

temos os resultados encontrados com a administragdo associada de Pro+LPS que
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revelam, aparentemente, a Pro como um antioxidante e anti-inflamatorio, capaz de
prevenir todas as alteracOes causadas pelo LPS. Nossos resultados mostram que a
administracdo de Pro foi capaz de prevenir a secre¢cdo de S100B e GFAP aumentadas
pelo LPS.

Como descrito anteriormente, a secrecdo dessas duas proteinas estd diretamente
relacionada com o evento da neuroinflamagdo, tdo caracteristico em doengas
neurodegenerativas. Visto isso e baseados em estudos como o de Ignatova e Gierasch
(2006) que mostraram que a Pro diminui os agregados da regido poliQ nas proteinas
hungtinton, poderia se sugerir um papel preventivo da Pro nas doengas
neurodegenerativas, contribuindo, dentre outras, coisas na contengdo da
neuroinflamacao.

Além disso, se sabe que a deficiéncia de proteinas e aminoacidos acarreta em
danos ao sistema imune. Aminoacidos individuais afetam respostas imunes direta ou
indiretamente por meio de seus metabdlitos e sdo necessarios para a sintese de uma
variedade de proteinas especificas (incluindo citocinas e anticorpos) e para regular vias
metabdlicas da resposta imune a patégenos infecciosos (Li et al 2007). A suplementagdo
dietética de aminoacidos especificos para animais e seres humanos com desnutricao e
doengas infecciosas aumenta o estado imunoldgico, reduzindo a morbidade e
mortalidade (Li et al 2007).

Sabe-se que a POX pode desempenhar papel importante na imunidade, pois a
falta de catabolismo de Pro devida a deficiéncia da enzima prejudica a fungdo imune do
intestino (Ha et al 2005). Um dos principais produtos da oxidagéo da Pro é H,O, e este é
e um agente citotoxico para bactérias patogénicas (Kim et al 2007). Portanto, como a
producdo de EROS é um fendmeno comum a diversas situagdes celulares, a Pro tem

assim a capacidade de proteger o organismo contra varios tipos de agressdes e nédo
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apenas as de carater oxidativo (Rodriguez & Redman 2005; Krishnan et al 2008;
Natarajan et al 2012). Em adi¢do, a Pro também atua como agente quelante de metais
pesados, que agem como catalisadores em reagdes quimicas responsaveis pela producéo
de EROS (Sharma et al 1998; Liang et al 2013), além de ter a capacidade de estabilizar
proteinas e enzimas antioxidantes, aumentando a atividade das mesmas (Natarajan et al
2012; Liang et al 2013).

Em se tratando da administracdo de Pro+LPS sobre os pardmetros de estresse
oxidativo, nossos resultados revelaram efeitos antioxidantes da Pro, capazes de prevenir
as alteracOes ocasionadas pelo LPS. O aumento de TBA-RS e sulfidrilas resultantes da
administracdo de LPS isolado ndo aconteceu quando as duas substancias foram
administradas concomitantemente, sugerindo um papel antioxidante da Pro. De fato,
isso esta de acordo com a literatura que mostra que a Pro é capaz de proteger as células
contra o estresse oxidativo atraveés de mecanismos moleculares que resultam de suas
propriedades quimicas e dos seus efeitos nos sistemas redox (Phang et al 2010; Liang et
al 2013). Baseados nisso, alguns grupos vém desenvolvendo trabalhos a fim de
demonstrar que a Pro e P5C podem atuar como reguladores metabdlicos (Phang et al
1979, Phang et al 1980, Hagedorn et al 1982 e Phang et al 1982). Mais do que uma
dupla redox, eles formam um ciclo. O ciclo da Pro, como é chamado, é capaz de
transferir um equivalente redutor para dentro da mitocondria, como Pro, que
posteriormente é oxidada a P5C. Este por sua vez deixaria a mitocondria e seria
convertido de volta a Pro em concomitante oxidacdo do nucleotideo piridina. Muitos
estudos propdem que a regulacdo do metabolismo da Pro aconteca baseado na relagédo
da dupla redox NADPH/NADP*, ja que o ciclo é capaz de manter os niveis de NADP*
no citosol (Pandhare et al 2009; Phang et al 2010) Ao contrario do NADH/NAD*, eles

ndo tém um papel importante na transferéncia de energia. Seu papel parece ser o de um
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mecanismo de defesa contra perturbacdes redox deletérias ou mediador de eventos
celulares (Kosower e Kosower 1978). Contudo, a conversdo de A!-pirrolina-5-
carboxilato redutase depende da regulacdo da A!-pirrolina-5-carboxilato desidrogenase,
uma enzima mitocondrial que converte P5C em glutamato. A canalizacdo fisiologica de
P5C em Pro pode depender de inibidores especificos (ex.: aminoacidos) da atividade da
A'-pirrolina-5-carboxilato desidrogenase ou do estado redox mitocondrial (McGiva et al
1977). Apesar de todos os estudos desenvolvidos a fim de elucidar os mecanismos pelos
quais o Pro forma esse ciclo com P5C e de que forma ela pode atuar como potente
antioxidante a regulacdo desse sistema ainda ndo esta bem esclarecida, mas acredita-se
que a A'!-pirrolina-5-carboxilato desidrogenase seja um importante sitio regulatorio e
que a atividade do ciclo seja estreitamente controlada para que ele funcione mesmo sob
condigdes especiais.

Em relacdo aos resultados que obtivemos com a CAT, podemos dizer que a
enzima agiu de modo a compensar 0 estresse oxidativo gerado pelo efeito pré-oxidante
do LPS. O que estd de acordo com nossos resultados de TBA-RS e sulfidrilas, que
tiveram seus contedos aumentados pelo LPS indicando oxidacdo de lipideos e
proteinas e consequente formacao de "OH, a partir do H,O, acumulado. Nesse caso, 0
efeito que a Pro teve sobre a administracdo do LPS poderia ser explicado por estudos
que mostram que a Pro age na protecdo contra o estresse oxidativo sequestrando EROS
e diminuindo seus efeitos prejudiciais (Rodriguez & Redman 2005; Krishnan et al 2008;
Natarajan et al 2012). Chen & Dickman (2005) demonstraram que a Pro diminuiu a
concentracdo de EROS e induziu o aumento da atividade da CAT em um fungo parasita
da alfafa, suprimindo assim, a apoptose induzida por EROS. Sabe-se que a producdo de
ERQOS, resultantes do metabolismo da Pro pela enzima POX/PRODH, ativa vias de

sinalizacdo protetoras que determinam a expressdo de enzimas antioxidantes e a indugéo
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de vias de sobrevivéncia celular, protegendo as células contra o estresse oxidativo
provocado por H,O, (Natarajan et al 2012; Liang et al 2013). Além disso, a exposi¢éo
de varias linhagens celulares a concentraces fisiologicas de H,O, também aumentou a
expressdo de enzimas de biossintese de Pro, o que salienta o papel protetor da Pro em
resposta ao estresse oxidativo (Krishnan et al 2008). Os dados acima corroboram nossos
resultados relacionados a administracdo de Pro+LPS, onde a Pro agiu prevenindo 0s
efeitos do LPS em relagéo a CAT.

Ainda analisando os dados obtidos a partir da administracdo de Pro+LPS temos
a atividade das enzimas da rede de fosforiltransferéncia e a atividade dos complexos da
cadeia respiratéria mitocondrial. As atividades das enzimas AK e CKmit em ambos 0s
tecidos e CKcit no cortex, como j& mencionado anteriormente, apresentaram um
aumento pela administracdo de LPS isolado. Contudo, a administracdo de Pro+ LPS fez
com que esse aumento fosse prevenido. Além disso, a HK, no cortex e cerebelo e os
complexos IV e SDH da cadeia respiratoria mitocondrial, no cdrtex, tiveram suas
atividades diminuidas pela adminsitracdo de LPS. Diminuicdo essa, também prevenida
pela associacdo de Pro+LPS.

Sendo o LPS capaz de causar tantas alteracdes na rede de fosforiltransferéncia e
na cadeia de transporte de elétrons e com isso um aumento na demanda energética, a
Pro pode estar atuando formando uma via anapleirética, fornecendo intermediarios
necessarios para que as vias possam ser restabelecidas e que com isso, ocorra a
producdo de ATP normalmente, restabelecendo todos os sistemas. Como ja discutimos
anteriormente baseados em dados da literatura, o aumento de AK e CK pode ter sido
ocasionado pela diminuicdo da atividade de HK, portanto com a atividade de HK

normalisada, as atividades das outras duas enzimas também voltaram a normalidade.
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De fato, fica dificil estabelecer qual evento o LPS desencadeia primeiro. Se a
inflamacdo, o estresse oxidativo ou as alteragfes na rede de fosforiltransferéncia e
cadeia respiratoria, visto que todos estdo, de certa forma, interligados e uns afetam os
outros.

Por fim, torna-se importante que maiores investigacoes sejam feitas envolvendo
a Pro a fim de esclarecer os mecanismos pelos quais ela se acumula no plasma e tecidos
e em que casos seu acumulo acarreta nas hiperprolinemias. Apesar de muitos dados ja
terem sido relacionados a respeito da importancia de Pro em mamiferos, ainda pouco se
esclareceu a respeito de sua funcdo para o desenvolvimento e crescimento fetal e do
recém-nascido. Além disso, 0 melhor entendimento dos processos que envolvem a Pro
como possivel antioxidante e anti-inflamatorio também precisam ser melhor elucidados.

Contudo, caso nossos resultados sejam confirmados em experimentos futuros,
pode-se concluir que altas concentracdes plasmaticas e teciduais de Pro, pelo menos no
periodo de desenvolvimento cerebral, nem sempre levam a algum prejuizo para o
organismo e que esta poderia ser utilizada em terapias destinadas a doencas que

envolvam neuroinflamacdo.
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I1. 2 - CONCLUSOES

Objetivo 1 — Verificar o efeito da administragdo cronica de Pro e LPS isolados e

co-administrados sobre o contetido de S100B e GFAP.

e A administracdo isolada de Pro ndo alterou o contetdo de S100B e GFAP.

e A administracdo de LPS de forma isolada aumentou significativamente o
conteido de S100B e GFAP em cortex cerebral e cerebelo.

e Contudo, a coadministracdo de Pro mais LPS preveniu o aumento significativo

que o LPS causou no contetdo de S100B e GFAP, em ambos 0s tecidos.

Objetivo 2 - Verificar o efeito da administragcdo cronica de Pro e LPS isolados e
coadministrados sobre parametros de estresse oxidativo: TBA-RS, CAT e

sulfidrilas.

e A administracdo de Prolina isolada ndo alterou nenhum dos parametros de
estresse oxidativo.

e A administracdo de LPS de forma isolada provocou elevagédo significativa nos
contetdos de TBA-RS e sulfidrilas e na atividade da CAT nos dois tecidos.

e Ja a coadministracdo de Pro mais LPS preveniu os efeitos causados pelo LPS em

cortex cerebral e cerebelo.
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Objetivo 3 - Verificar os efeitos da administracdo cronica de Pro e LPS isolados
e coadministrados sobre algumas enzimas da rede fosforiltransferéncia: creatina

cinase (isoforma mitocondrial e citosélica), adenilato cinase e hexocinase.

e A Pro quando administrada de forma isolada néo alterou a atividade de nenhuma
das enzimas avaliadas.

e O LPS aumentou as atividades de todas as enzimas, com excessao da porcéo
citosoélica da creatina cinase no cerebelo.

e A coadministracdo de Pro mais LPS preveniu o aumento da atividade da AK,

HK, CKmit em ambos tecidos e CKcit no cértex cerebral.

Objetivo 4 - Verificar os efeitos da administracdo cronica de Pro e LPS isolados

e coadministrados sobre os complexos da cadeia respiratdria mitocondrial.

e Pro ndo alterou a atividade de nenhum dos complexos avaliados.
e O LPS causou diminuicdo significativa na atividade do complexo IV e SDH.
e Quando coadministrados o LPS teve seu efeito prevenido pela Pro tanto em

cortex cerebral quanto em cerebelo.

Sabendo que o LPS é um potente agente causador de inflamacdo, que compromete o
funcinamento de todo o sistema redox e do metabolismo energético celular e que a Pro,
de acordo com nossos achados, foi capaz de prevenir todo dano causado ao SNC pela
acdo do LPS, pode-se concluir que esse aminoacido de alguma maneira ainda nao,
completamente, esclarecida atua prevenindo, combatendo ou simplesmente, abolindo os

efeitos nocivos do LPS a nivel cerebral.
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I11. 3 - PERSPECTIVAS

Como perspectivas para a continuidade desse trabalho temos:

e Auvaliar a atividade da enzima da rede de fosforiltransferéncia: Piruvato cinase

e Avaliar alguns outros parametros de estresse oxidativo: GPx e DCFH

e Analisar os efeitos, in vitro, da associacdo de Pro e LPS sobre homogeneizado
total de cortex cerebral e cerebelo.

e Analisar os efeitos da ICV de Pro e LPS.

e Dosar os niveis de Pro no plasma e tecidos.
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