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RESUMO

A glicose é o principal substrato energético do encéfalo in vivo. A maior parte ¢é
oxidada gerando 38 ATPs, didéxido de carbono (CO;) e agua. Existem diferencas entre
regides do Sistema Nervoso (SN) na captagdo de glicose in Vivo ¢ na expressdo de enzimas
metabolicas. Evidéncias demonstram que astrdcitos captam este substrato, sintetizam lactato
a partir dele, e liberam este ltimo para que possa ser utilizado pelos neurénios. O lactato ¢ o
substrato preferencial do SN in vitro. O musculo esquelético pode consumir tanto glicose
como corpos cetonicos e acidos graxos; o consumo preferencial de um deles depende apenas
da intensidade da atividade fisica. A Desidroepiandrosterona (DHEA) ¢ um hormonio
esteroide relacionado ao aumento da sensibilidade periférica a insulina e melhora da captacao
de glicose, atuando sobre musculo esquelético, figado e tecido adiposo, principalmente. A
DHEA ¢ sintetizada e atua no SN, sendo chamada de neuroesteroide. Ela ¢ capaz de regular a
sintese de IGF-1 de maneira tecido-especifica, além de possuir efeitos apoptodticos/ anti-
proliferativos ou protetores, dependendo da dose utilizada. A presenga de substrato oxidavel
no meio de incubagdo inibe seus efeitos anti-proliferativos. Também atua em receptores de
membrana (GABA,, NMDA), na liberagdo de neurotransmissores (acetilcolina, glutamato) e
inibindo enzimas da cadeia respiratoria. Foram determinadas as diferengas basais na captagio
e oxidagdo de glicose na presenca de lactato entre as diferentes estruturas do SN (cortex
cerebral, hipocampo, cerebelo, hipotdlamo e bulbo olfatorio), e também a influéncia da
DHEA (10 ou 107*M) sobre a captacio e oxidacio de glicose nestas estruturas (na presenca
¢ auséncia de lactato) e sobre o musculo esquelético. A presenga de lactato estimulou a
captagdo de glicose (2-'*C-DG) no hipotalamo e bulbo, inibiu no cortex e cerebelo e nio
exerceu efeito no hipocampo. A oxidacio de *C-glicose em cortex e hipotalamo, na presenga
de lactato, foi 6,6 vezes menor quando comparada a oxidagdo de '*C-lactato. A DHEA nio

exerceu efeito sobre a captacdo de glicose em cerebelo, hipocampo e hipotdlamo. No cértex
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cerebral DHEA 10®M aumentou a captagdo na presenca de lactato e, no bulbo olfatdrio, a
mesma dose elevou a captagdo de glicose, porém na auséncia de lactato. No musculo, DHEA
10™M inibiu a captacio de glicose. DHEA néo exerceu efeito significativo sobre a oxidago
das diferentes estruturas do SN. No hipotalamo e bulbo olfatério o lactato estimulou a
captagio de 2-'*C-DG; talvez nestas estruturas as necessidades metabolicas sejam
essencialmente supridas pela glicose. O cortex cerebral e o cerebelo parecem utilizar
principalmente lactato como substrato. O hipocampo foi mais sensivel a utilizagao da glicose
do que ao lactato. A DHEA nao exerceu efeito sobre cerebelo, hipocampo e hipotalamo,
possivelmente porque esse neuroesterdide nao ¢ metabolizado a outros esterdides de maneira
efetiva ou entdo a esterdides que ndo atuam sobre a captagao de glicose. No cortex cerebral a
DHEA pode estimular a libera¢ao de glutamato in vitro e, assim, estimular a captagdo de 2-
C-DG principalmente por astrocitos, mesmo na presenca de lactato. No bulbo olfatério, a
presenca de lactato pode suprir as necessidades do tecido, porém a DHEA, que inibe a
glicose-6-fosfato desidrogenase (enzima expressa em grandes concentragdes neste local),
pode aumentar a capta¢io de 2-'*C-DG na auséncia de substrato oxidativo. No musculo
esquelético, a DHEA em baixas concentragdes talvez iniba a captacdo de glicose atuando

sobre proteinas da cascata de sinalizacdo da insulina, mesmo ndo atuando na oxidagao.



ABSTRACT

The glucose is the main energetic substrate in the brain. Most of it is oxidized
generating 38 ATPs, carbon dioxide (CO;) and water. There are differences between regions
Nervous System (NS) in the glucose uptake and in the expression of metabolic enzymes.
Evidences show that astrocytes uptake this substrate, synthesize lactate from it, and release
this substrate for neurons metabolism. The lactate is the preferential substrate of NS in vitro.
The skeletal muscle may consume glucose and fatty acids, the preferential consumption
depends on the intensity of physical activity. The Desidroepiandrosterona (DHEA) is a
sexual hormone related to increased peripheral sensitivity to insulin and improves the glucose
uptake, acting on skeletal muscle, liver and adipose tissue. The DHEA is synthesized and
acts on the NS and is called neurosteroid. It is able to regulate the IGF-1 synthesis a tissue-
specific way, and have apoptotic effects / anti-proliferative or protective, depending on the
dose used. The presence of oxidative substrate in incubation medium, inhibits their anti-
proliferative effects. It also acts on membrane receptors (GABA, NMDA), the release of
neurotransmitter (acetylcholine, glutamate) and inhibiting enzymes of respiratory chain. It
was investigated the differences in the basal uptake and oxidation of glucose in the presence
of lactate between the different structures of NS (cerebral cortex, hippocampus, cerebellum,
hypothalamus and olfactory bulb), and also the influence of DHEA (10 or 10> M) on these
structures (in the presence and absence of lactate) and the skeletal muscle. The presence of
lactate stimulated glucose uptake (2-'*C-DG) in the hypothalamus and bulb, inhibited in the
cortex and cerebellum and had no effect in the hippocampus. The '*C-glucose oxidation in
cortex and hypothalamus, in the presence of lactate, was 6.6 times lower when compared to
the '*C-lactate oxidation. The DHEA had no effect on cerebellum, hippocampus and

hypothalamus. In the cortex DHEA 10™® M increased the uptake in the presence of lactate,
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and in the olfactory bulb, the same dose increased the glucose uptake, but in the absence of
lactate. DHEA 10™® M inhibited the glucose uptake in muscle. DHEA has not effect on the
oxidation of the several structures of NS. In the hypothalamus and the olfactory bulb lactate
stimulated uptake of 2-"*C-DG; perhaps in these structures the metabolic supply are done
mainly by glucose. The cortex and cerebellum seem to use mainly lactate as substrate. The
hippocampus, according evidence was more sensitive to the use of glucose than lactate. The
DHEA had no effect on cerebellum, hippocampus and hypothalamus, possibly because this
neurosteroid is not metabolized into other steroids or the steroids that do not act on the
uptake of glucose. In the cerebral cortex DHEA can stimulate the release of glutamate in
vitro and thereby stimulate the uptake of 2-'*C-DG by astrocytes, even in the presence of
lactate. In olfactory bulb, the presence of lactate can supply the needs of the tissue, but the
DHEA, which inhibits glucose-6-phosphate dehydrogenase (enzyme expressed in high
concentrations on this site), soon may increase the 2-'*C-DG uptake in absence of oxidative
substrate. In muscle, DHEA in low concentrations may inhibit the glucose uptake acting on

proteins in the signalling cascade of insulin, and not acting in oxidation.
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1. INTRODUCAO

1.1 METABOLISMO ENERGETICO DO SISTEMA NERVOSO

Hé4 mais de um século estuda-se a existéncia de um acoplamento intrinseco entre
atividade neural e fluxo sanguineo: mudancas na atividade de determinado grupo de
neurdnios promove um aumento no fluxo sangiiineo direcionado a regido ativada, de maneira
temporal e espacialmente coordenada. Este € o principio das técnicas de imagem que visam o
estudo de circuitos neurais especificos. Este aumento no fluxo também implica no aumento
da utilizagdo de glicose e consumo de oxigénio, ou seja, no gasto energético encefalico
(MAGISTRETTI, 1999; MAGISTRETTI & PELLERIN, 1999; YANG & IADECOLA,
1998).

O encéfalo humano corresponde a apenas 2% do peso corporal e contribui com
aproximadamente 25% do consumo corporal de glicose. A glicose ¢ o principal substrato
energético do encéfalo, pois o coeficiente respiratorio deste tecido ¢ ~ 1,0, o que indica
consumo preferencial de carboidratos para a geragao de energia (MAGISTRETTI, 1999).

Durante o exercicio extenuante, ha grande producdo de lactato pelos musculos,
elevando a concentragdo sérica deste metabdlito. Durante este tipo de atividade fisica, parece
haver diminui¢do no consumo de glicose ¢ aumento concomitante no consumo de lactato
sérico como substrato metabolico pelo sistema nervoso central (SNC) (SECHER &
QUISTORFF, 2005). Logo apds o nascimento, o lactato € os corpos cetonicos parecem ser
substratos energéticos mais importantes do que a glicose. Estes dois substratos também sio
importantes no jejum prolongado, na diabete e na hipoglicemia (PELLERIN &
MAGISTRETTIL 2004; FERNANDEZ & MEDINA, 1986).

A glicose captada pode seguir diversas rotas metabolicas, sendo que a maior parte é

convertida a dioxido de carbono (CO,) e agua, através da glicolise, ciclo de Krebs e
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fosforilagdao oxidativa (MAGISTRETTI, 1999; CLARKE & SOKOLOFF, 1999). A glicolise
¢ o metabolismo da glicose a piruvato. Isto resulta em apenas dois ATPs por molécula de
glicose. Sob condi¢des anaerdbias, o piruvato ¢ convertido a lactato, através da enzima
lactato desidrogenase (LDH), levando a regeneracao da nicotinamida adenina dinucleotideo
oxidado (NAD") a sua forma reduzida (NADH), permitindo o fluxo da rota glicolitica. Sob
condigdes aerdbias, o piruvato ¢ oxidado a acetil-CoA, que entra no ciclo de Krebs, onde
gera duas moléculas de CO,. Neste ciclo ha liberagao de elétrons de seus intermediarios, que
ao serem transferidos a cadeia respiratoria, formam entre 29 e 32 ATPs por molécula de
glicose oxidada (MAGISTRETTI, 1999; NELSON & COX, 2005).

A glicose também pode ser metabolizada pela via pentose fosfato, porém sob
condi¢des basais, apenas 5% segue essa via. A enzima limitante ¢ a glicose-6-fosfato
desidrogenase, e através desta rota sintetiza-se ribulose-5-fosfato (necessaria para sintese de
nucleotideos) e leva a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidada (NADP") a sua
forma reduzida (NADPH) (DRINGEN et al., 2006; MAGISTRETTI, 1999). Com o aumento
do estresse oxidativo, a necessidade de NADPH aumenta, pois este co-fator atua na
detoxificagdo de radicais livres. Este co-fator também participa da sintese lipidica
(mielinizacdo neuronal), formacdo de oOxido nitrico, hidroxilacdo de neuroesterdides e
metabolizacdo de neurotransmissores (DRINGEN et al., 2006).

Segundo Tsacopoulos & Magistretti (1996), histologicamente hd uma relagdo estreita
entre capilares, astrocitos e neurdnios. Prolongamentos astrocitarios envolvem os capilares,
sendo a primeira etapa da entrada de glicose da circulagdo para o intersticio. Também
circundam as sinapses, participando ativamente na recaptacdo de neurotransmissores ¢ de
fons, e suprindo os neur6nios com substratos metabolicos para a sintese de

neurotransmissores ¢ de adenosina trifosfato (ATP) (MAGISTRETTI & PELLERIN, 1999).
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Hé varios tipos de neuronios, com tamanhos e perfis de potencial de acao diferentes, e
a numero de células gliais também varia de regido para regido. Isto implica em demandas
energéticas especificas (MAGISTRETTI, 1999), porém, pouco compreendidas. Os astrocitos
possuem grande capacidade glicolitica, portanto, locais onde hd maior propor¢ao deste tipo
celular, pode representar regioes de grande consumo de glicose (PIERRE & PELLERIN,
2005).

Além disso, as células que sdo ricas na isoforma da LDH-5 sdo mais glicoliticas,
enquanto as que possuem grande concentracdo da LDH-1, mais oxidativas, pois a primeira
isoforma possui grande capacidade de converter piruvato em lactato, e a ultima, catalisa a
reagdo no sentido contrario (LAUGHTON et al., 2000). A LDH-5 ¢ encontrada
principalmente em astrocitos ¢ a LDH-1 em neurdnios (PELLERIN & MAGISTRETTI,
2004).

Borowsky & Collins (1989) propdem que existam areas do sistema nervoso que sao
mais oxidativas e outras predominantemente glicoliticas, pela mensuragdo da atividade das
enzimas LDH e citocromo oxidase (enzima da cadeia respiratdria). As areas que possuem
grande atividade das duas enzimas correspondem aos terminais sinapticos. Cortex cerebral,
hipocampo e cerebelo possuem grande expressao da LDH-1, bem como da enzima citocromo
oxidase, indicando um perfil predominantemente oxidativo destas regides (LAUGHTON et
al., 2000).

Também existem diferengas na captagdo de glicose in vivo entre as regides do sistema
nervoso (SN). As estruturas que fazem parte da substancia cinzenta tém, em geral, valores de
utilizagdo de glicose maiores do que regides da substancia branca (CLARKE & SOKOLOFF,
1999). Esta variagdo deve-se ao fluxo sangiiineo basal de cada estrutura e de suas
necessidades intrinsecas. As regides ricamente capilarizadas consomem grandes quantidades

de glicose (BOROWSKY & COLLINS, 1989).
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Porém, durante a ativagdo de uma via neural, o fluxo sangiiineo ¢ o consumo de
glicose aumentam consideravelmente. A 2-Deoxi-1-"*C-Glicose (2-'*C-DG) ¢ uma molécula
radioativa muito utilizada em experimentos in Vitro por ser captada preferencialmente por
transportadores de glicose (GLUT) e ndo ser totalmente metabolizada pela célula, facilitando
o estudo desse transporte (MAGISTRETTI, 1999). Segundo Coopersmith & Leon (1995), a
2-"%C-DG também poderia ser utilizada na sintese de glicogénio, principalmente por
astrocitos, porém esta via parece ter menor importancia.

A manuten¢do do gradiente eletroquimico através da membrana plasmatica € o
principal processo consumidor de energia no encéfalo. Somente a bomba Na', K'-ATPase
consome 50% da energia produzida em todo o sistema nervoso (MAGISTRETTI, 1999).
Aproximadamente 81% do gasto energético do encéfalo ¢ utilizado no sinal neuronal
excitatorio. Quando esta estimativa ¢ feita em nivel celular, ndo mais do que 5% da energia
utilizada no periodo de repouso ¢ atribuido a glia. Esses calculos ndo concluem como esta
energia ¢ gerada e distribuida, a propor¢do de contribui¢do de cada tipo celular e a
possibilidade de intercambio de substratos entre as células. Como conseqiiéncia, conclui-se
que 95% da energia proveniente da glicose ¢ utilizada por neur6nios e apenas 5% satisfazem
as necessidades metabolicas da glia (PELLERIN & MAGISTRETTI, 2003).

Sob condigdes de repouso, a captagdo e o metabolismo da glicose sdo realizados por
todos os tipos celulares do SN. Os transportadores desta hexose sdo relativamente especificos
para cada tipo celular. Nos neuronios o transportador predominante ¢ o GLUT3, nos
capilares e astrocitos o GLUTI, e nas células da microglia GLUTS (MAGISTRETTI, 1999).

A relagdo entre atividade neuronal e consumo de glicose ¢ muito bem caracterizada
para as sinapses glutamatérgicas. No sistema nervoso, o glutamato ¢ o principal

neurotransmissor excitatorio, liberado por cerca de 90% das sinapses. No cortex, o glutamato
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¢ responsavel pela utilizagdo de 80 a 90% da glicose captada (MAGISTRETTI et al., 1999;
PELLERIN & MAGISTRETTI, 2003).

O glutamato, liberado na fenda sindptica em resposta a propagacao do potencial de
acdo ao longo do neurdnio, pode ser recaptado tanto por astrocitos quanto por neuronios. Nos
astrocitos, os transportadores de glutamato realizam o co-transporte deste neurotransmissor
com 3 moléculas de sodio (Na"). Com isso a bomba Na', K'-ATPase aumenta sua atividade
para manter o equilibrio eletroquimico da célula, aumentando a necessidade da sintese de
ATP. Este ¢ o estimulo para o aumento da captacdo de glicose pelos astrécitos
(TSACOPOULOS & MAGISTRETTI, 1996).

Experimentos utilizando técnicas de imagem funcional em coértex de humanos,
mostram um aumento no fluxo de sangue e no consumo de glicose (30 a 50%), mas ndo um
aumento da mesma magnitude no consumo de oxigénio (~5%) durante a ativacao de uma via.
Este desacoplamento inicial entre utilizacao de glicose e consumo de oxigénio (O,) leva a
produgdo transitoria e local de lactato a partir de glicose (MAGISTRETTI, 1999;
PRICHARD et al., 1991; BUXTON & FRANK, 1997). Estima-se que a concentragdo de
lactato no liquido extracelular encefalico esteja entre 3 e 5 vezes acima dos valores séricos,
no entanto, os valores de glicose sdo ~25 a 30% menores do que o encontrado no plasma
(LAM et al., 2005).

In vitro, os astrocitos sintetizam e liberam lactato em concentra¢des consideraveis (15
a 30 nmol/ mg de proteina/ minuto). Este substrato também ¢ capaz de sustentar a atividade
sinaptica de fatias de cérebro mantidas in vitro em meio sem glicose (MAGISTRETTI, 1999)
¢ a oxidagdo do lactato in vitro, por fatias de cerebelo de ratos adultos ¢, em média, 3,25
vezes maior quando comparada a oxidagdo da glicose (2.405 versus 740 pmol h™' mg™,

respecitvamente) (BUENO et al., 1994). A adi¢do de glutamato no meio de incubagio
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aumenta a taxa glicolitica e a producdo e liberacdo de lactato (MAGISTRETTI, 1999;
SCHURR et al., 1999).

Logo, quando o glutamato ¢ recaptado pelo astrocito juntamente com o Na', ha
estimulo para a captacao de glicose e aumento da atividade glicolitica. A cada molécula de
glicose que entra no astrocito, 2 moléculas de ATP sdo produzidas na glicolise e 2 moléculas
de lactato sdo liberadas para o neurénio. No astrocito, 1 ATP ¢ utilizado pela bomba Na*, K'-
ATPase e o outro para a conversao de glutamato em glutamina pela enzima glutamina
sintase. Nos neurdnios pré- € pos-sinaptico cada lactato produz 18 moléculas de ATP, no
ciclo de Krebs e cadeia respiratoria. Também hé aumento na captagao de glicose pelo proprio
neurdnio (Figura 1) (MAGISTRETTI, 1999; SCHURR et al., 1999; TSACOPOULOS &
MAGISTRETTI, 1996).

Porém, as condigdes sob as quais o lactato se torna um substrato energético
importante ¢ a contribuicao da glicose e do lactato no metabolismo de cada tipo celular do
sistema nervoso in Vvivo continuam controversas (PELLERIN & MAGISTRETTI, 2003).
Vérios estudos ndo sustentam a idéia de que o lactato seja um substrato fisiologico
preferencial durante a ativagao neuronal (FILLENZ, 2005).

Outra fonte importante de energia € o glicogé€nio, que se encontra principalmente em
astrocitos. A proporcao de glicogénio entre figado, musculo e encéfalo ¢ de 100:10:1. Ha
uma relagdo entre a atividade sindptica e o consumo de glicogénio, pois durante a sono e
anestesia, quando diminui a atividade sinaptica, aumenta a concentragdo deste polimero
(BROWN et al., 2004). Além disso, astrocitos ricos em glicogénio se concentram em regides
de grande atividade sinaptica (BROWN et al., 2004). Neurotransmissores e
neuromoduladores, tais como a noradrenalina, serotonina, histamina, peptideo intestinal
vasoativo (VIP), ATP e adenosina, estimulam a glicogendlise (MAGISTRETTI, 1999;

PELLERIN & MAGISTRETTI, 2004).
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Em cultura de astroglia, o lactato também participa da sintese de glicogénio, pela
acdo da fosfoenolpiruvato carboxicinase (PEPCK), mas a relevancia fisiologica deste achado

ainda ¢ incerta (SCHMOLL et al., 1995).

Sinapse .
Glutamatérgica Astrocito Capilar

Glicose

Laététo

i Glutamina

2K

Figura 1: Suprimento energético durante a ativacio neuronal glutamatérgica.

A: Captacio de glicose pelos astrécitos (GLUT1); B: captacio de glicose pelos neurdonios (GLUT3); 1:
co-transporte glutamato - Na"; 2a: ativacdo da Na'/K'-ATPase; 2b: via glutamina sintase o glutamato é
convertido a glutamina, a qual ¢ liberada para ser metabolizada pelos neurdnios; 3: ativaciio da Na'/K'-
ATPase estimula a glicélise; 4: liberacio de lactato para os neurdonios pré e pos-sinapticos. Lac: lactato;
Pir: piruvato; G: proteina G do receptor metabotropico do glutamato; FGC: fosfoglicerato cinase.

Modificado de Magistretti e Pellerin, 1999.

Com relagdo as sinapses inibitorias, supde-se que o gasto energético destas seja bem
menor do que o das sinapses excitatorias O 4acido gama aminobutirico (GABA) ¢ o principal
neurotransmissor inibitorio do SN e ¢ recaptado por astrécitos em co-transporte com Na'/CI".
Porém, a recaptacio de GABA induz resposta metabdlica astrocitiria menor quando

comparada a do glutamato (CHATTON et al., 2003).
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O lactato também tem mostrado efeitos neuroprotetores sob condigdes citotoxicas e
isquémicas (PIERRE & PELLERIN, 2005). Em hipocampo, o lactato protegeu as fungdes
neurais in Vvitro na auséncia de glicose, sob estimula¢do de concentragdes excitotoxicas de
glutamato (5 ou 20mM) (SCHURR et al., 1999).

Murata e colaboradores (1998) estudaram, sob condi¢gdes euglicémicas e normoxicas,
a influéncia da presenga de 20 mM de lactato sobre a captacdo de glicose radioativa. A
perfusdo de cerebelo, cortex frontal e hipocampo na presenga de lactato diminui a captagdo
de glicose, mostrando que esses tecidos preferem oxidar o lactato exogeno a glicose em
condi¢des normais.

No entanto, a incubagdo de fatias de hipocampo em meio suplementado com 5 mM
de lactato, mas sem glicose, nao impede a diminui¢ao da atividade elétrica neuronal. Além
disso, diferentes tipos celulares possuem sensibilidades distintas a diminui¢ao de glicose do
meio; 0s neurdnios piramidais sdo mais sensiveis as diminuigdes drasticas de glicose quando
comparados as células granulares (giro denteado) (WADA et al., 1998). Com exposi¢do ao
lactato (5 mM) ndo ha aumento dos niveis de ATP e de creatina fosfato (YAMANE et al.,
2000). A captacdo in vitro de 2-'"*C-DG por fatias de hipocampo néo ¢é alterada, mesmo na
presenca de 10 mM de lactato, e a presenga de lactato em concentragdes fisiologicas (ImM)
ndo altera a oxidacdo de '*C-glicose (GILBERT et al., 2006).

Portanto, a glicose se mostra indispensavel para a manutencdo das fungdes dos
neurdnios do hipocampo e o lactato seria importante durante a deplecdo energética e outras
situagoes de estresse celular (GILBERT et al., 2006; YAMANE et al., 1996).

Ja no hipotalamo o lactato € capaz de recuperar a excitabilidade de neurdnios glico-
responsivos apos privacao de glicose (PELLERIN & MAGISTRETTI, 2004). Nesta estrutura

ha a presenca de glicoceptores, ou seja, neurdnios sensiveis as alteragdes de glicemia, no
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nucleo ventromedial (NVM), ntcleo arqueado e nucleo paraventricular (SONG & ROUTH,
2005; MARTY, DALLAPORTA & THORENS, 2007).

Nos nucleos hipotalamicos foram identificados subtipos de glicoceptores: neurdnios
estimulados por glicose (sensivel ao aumento na concentracao deste substrato) e neuronios
inibidos por glicose (sensivel a diminui¢do de glicose) (SONG & ROUTH, 2005). Em
experimentos realizados por Song & Routh (2005) em neurdnios do NVM, demonstrou-se
que a presenca de lactato excita tanto neurdnios estimulados quanto os inibidos por glicose.
Também eleva o limiar de sensibilidade do primeiro tipo de glicoceptor, ou seja, aquele
estimulado pela presenca de glicose.

A infusao de glicose ou de lactato no NVM inibe a liberacao dos hormdnios contra-
reguladores da insulina (BORG et al., 1997; BORG et al., 2003) ¢ diminui a produgdo de
glicose pelo figado (inibe a gliconeogénese e a glicogenodlise) (LAM et al., 2005). A infusdo
periférica de lactato também reduz os efeitos hipoglicémicos da aplicagdo indevida de
insulina (HUSSAIN, 1997), além de suprir as necessidades metabdlicas do tecido nervoso.

Os nucleos hipotalamicos nao detectam apenas a presenga de glicose, mas também do
lactato, porém mais estudos ainda sdo necessarios para esclarecer os mecanismos de deteccao
da variagdo ndo apenas da glicemia, como também da presenga de outros substratos
energéticos (PIERRE & PELLERIN, 2005).

No bulbo olfatério como um todo, ha diversos neurotransmissores: glutamato,
acetilcolina, dopamina, GABA, noradrenalina e serotonina (AFFANNI & CERVINO, 2004),
portanto a avaliagdo de seu gasto energético ¢ bastante complexa. Seu gasto energético esta
ligado a estimulacdo sensorial: a presenga de estimulos odorantes causa aumento do fluxo
sangiiineo local ¢ do consumo de glicose, como ja foi descrito em experimentos de
ressonancia magnética. Quanto maior a intensidade do estimulo, maior a resposta neural

(NAWROTH et al., 2007). Injetando-se 2-'*C-DG em animais experimentais, observa-se que
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a regido correspondente ao glomérulo e ramificagdes das células mitrais sdo as de maior
captacdo deste analogo de glicose (JOURDAN et al., 1980). A regiao glomerular ¢ ricamente
capilarizada e possui elevada expressdao da enzima citocromo oxidase e baixa da LDH
(BOROWSKY & COLLINS, 1989). O glomérulo ¢ composto pelos neurdnios olfatorios,
células em tufo, mitral e periglomerulares. Apenas a ultima ¢ gabaérgica; as primeiras sao
glutamatérgicas. E possivel que ocorra o acoplamento entre a liberagdo de glutamato na
fenda sinaptica, consumo de glicose e liberagdo de lactato (NAWROTH et al., 2007). As
outras regides desta estrutura sdo pobremente irrigadas, portanto, sua captagao de glicose ¢
menor. Porém, algumas destas regides tém grande expressdo da LDH, indicando a
possibilidade de um metabolismo anaerdbio local (BOROWSKY & COLLINS, 1989;
LAUGHTON et al., 2000; JOURDAN et al., 1980).

No bulbo olfatério ha grande atividade da enzima glicogénio fosforilase e uma
reserva de glicogénio duas vezes maior quando comparado ao cortex cerebral, indicando um
rapido turnover de glicogénio (COOPERSMITH & LEON, 1995), essencial para o
suprimento energético. O glicogénio pode ser metabolizado e liberado na forma de lactato

(MAGISTRETTI, 1999).

1.2 METABOLISMO ENERGETICO DO MUSCULO ESQUELETICO
O musculo esquelético é o tecido mais abundante do organismo, representando 40 a
45% do peso corporal total, cuja fungao ¢ produzir movimento e gerar forca (MATTIAZZI,
2004). Este tecido é composto por trés tipos de fibras (NELSON & COX, 2005):
1. Fibras de contragdo lenta: sdo de cor avermelhada pela presenca de mioglobina
(proteina semelhante a hemoglobina, que supre o tecido de O,); sdo ricas em
mitocondrias e irrigagdo sangiliinea. Desenvolvem pouca tensao e sdo resistentes a

fadiga;
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2. Fibras de contragdo rapida: sdo de cor branca (pobres em mioglobina); tém poucas
mitocondrias e menos irrigadas. Desenvolvem muita tensdo e sdao pouco
resistentes a fadiga;

3. Fibras intermediarias: tém caracteristicas intermediarias entre os dois tipos
anteriormente citados.

Este tecido pode usar como fonte de energia acidos graxos, corpos cetonicos e/ ou
glicose. No repouso o substrato preferencial sao os acidos graxos, provenientes do tecido
adiposo, e corpos cetonicos, que sdo sintetizados pelo figado. Esses dois compostos sao
convertidos em acetil-CoA, que entra na mitocondria para ser oxidada a CO, no ciclo de
Krebs. Gera-se 131 ATP por molécula de palmitato (acido graxo saturado de 16 carbonos).
Os elétrons liberados neste ciclo sdo transferidos ao O, e a energia liberada neste processo ¢
utilizada para a sintese de ATP na fosforilagao oxidativa (NELSON & COX, 2005).

Durante atividade fisica de baixa intensidade, o musculo utiliza tanto glicose (captada
da circulagdo), quanto acidos graxos e corpos cetonicos. A glicose ¢ degradada na glicdlise
gerando piruvato, e este ultimo convertido em acetil-CoA. Este tipo de metabolismo ¢
caracteristico das fibras de contrac¢do lenta (NELSON & COX, 2005).

Porém, em atividade de alta intensidade, existe grande necessidade metabdlica e
rapidez para geracdo de ATP, portanto, a oxidacdo de &cidos graxos e corpos cetdnicos
diminui consideravelmente, dando lugar a utilizagdo de substratos como a glicose ¢ a
fosfocreatina, que podem ser metabolizada na auséncia de O,. A fosfocreatina doa seu
fosfato para o ADP, formando ATP, através da enzima creatina cinase. A glicose ¢ liberada
principalmente dos estoques de glicogénio muscular, que correspondem a quase 1% do peso
do musculo (NELSON & COX, 2005). Porém, como a demanda energética ¢ elevada e o
suprimento de O, ndo ¢é tdo efetivo, ha formagdo de lactato a partir do piruvato. A glicdlise

anaerdbia acontece principalmente nas fibras de contragdo rapida (MARKS et al., 1996).
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O transporte de glicose intersticial para o musculo ¢ mediado pelo GLUT4. Este
transportador ¢ encontrado em tecido adiposo, musculo esquelético e musculo cardiaco e ¢
insulino-dependente, ou seja, depende da ligacdo da insulina ao seu receptor para ser
translocado para a membrana celular (CINGOLANI, 2004). Durante o periodo pos-prandial,
no qual ha grande liberagao de insulina, a captagdo de glicose e a sintese de glicogénio
muscular sdo estimuladas. A insulina também ativa a glicogénio sintase, enzima responsavel
pela sintese de glicogénio, aumentando as reservas deste polimero para os periodos de
atividade fisica (SALTIEL & KAHN, 2001; MARKS et al., 1996). A degradacdo do
glicogénio por acdo da enzima glicogénio fosforilase libera glicose que ¢ oxidada na glicélise
gerando piruvato, que poderd ser convertido a lactato (anaerobiamente) ou a acetil-CoA
(aerobiamente) (MARKS et al., 1996). A glicogendlise ¢ regulada pelos horménios contra-
reguladores da insulina (glucagon, catecolaminas) e, no musculo esquelético, pela

concentragdo intracelular de calcio (MARKS et al., 1996; CINGOLANI, 2004).

1.3 DESIDROEPIANDROSTERONA (DHEA)

A desidroepiandrosterona (DHEA) ¢ um hormoénio esterdide precursor dos hormonios
sexuais. Sua formula quimica ¢ AS5-androsten 3Bhidroxi 17-ona e ¢ derivado, assim como
todos os hormoénios sexuais, do colesterol, cuja estrutura quimica basica ¢ o ciclopentano-
peridrofenantreno (NICOLA, 2004; BERNADIER et al., 1993).

Seu principal local de sintese em humanos e primatas é o cortex das glandulas supra-
renais (zona reticular). O colesterol ¢ metabolizado por uma enzima do citocromo P450,
dando origem a pregnenolona. Esta tltima da origem a DHEA (Figura 2).

A sintese de hormdnios esterdides pelas supra-renais € controlada pelo hormdnio
adrenocorticotréfico (ACTH), que ¢ liberado pela hipdfise no seu ritmo circadiano ou

também em resposta ao estresse. O ACTH estimula a desesterificagdo do colesterol presente
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no cortex da supra-renal e sua entrada na mitocondria para o inicio da esteroidogénse
(NICOLA, 2004). No entanto, o ACTH parece ser mais efetivo em aumentar as
concentragdes de cortisol do que a de DHEA (BERNADIER et al., 1993; BAULIEU &
ROBEL, 1998).

Em humanos, a DHEA ¢ secretada pelas supra-renais tanto na forma livre (DHEA: 6-
8 mg/dia) como na forma sulfatada (DHEAS: 15-18 mg/dia). Para que a DHEAS possa
exercer sua funcdo, uma sulfatase atua sobre este composto liberando sua forma livre
(ROBEL et al., 1999).

DHEA ¢ convertida em hormodnios sexuais (androgénios e/ou estrogénios) em tecidos
periféricos classicamente esteroidogénicos, como as gonadas. No entanto, foi descrita a
existéncia da enzima 3f-hidroxiesterdéide desidrogenase (3B-HSD), que catalisa a
transformacdo de DHEA em androstenediona (precursor da testosterona e estradiol), na
placenta, tecido adiposo, tecido mamario, pulmdo, endométrio, prostata, figado, rim,
epididimo, pele e encéfalo (LABRIE et al., 2005).

Estudos realizados em humanos detectaram a existéncia de hormdnios esterdides no
SNC, entre eles a DHEA. Como a passagem de DHEA pela barreira hematoencefalica parece
ndo ocorrer com tanta facilidade, propds-se que o tecido nervoso seria capaz de sintetizar
esterdides de novo, ou seja, a partir do colesterol, em parte, independentemente da produgéo
das glandulas periféricas, sendo chamados de neuroesterdides (Figura 2) (BAULIEU &
ROBEL, 1998; ROBEL et al., 1999).

Outros animais, como os roedores, ndo possuem grandes concentracdes séricas de
DHEA e DHEAS, pois as supra-renais secretam pequenas quantidades destes. No entanto,
Robel e colaboradores (1999) analisaram o encéfalo de ratos machos e detectaram que as
concentragdes deste hormonio e sua forma sulfatada eram maiores no SNC do que no

plasma. A castra¢do e adrenalectomia de ratos machos, para retirar qualquer fonte periférica
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de sintese de esterdide, também ndo alteraram os niveis de DHEA e DHEAS no encéfalo

quando comparados aos seus respectivos controles (Tabela 1) (BAULIEU, 1998).
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Figura 2: Sintese e metabolizacio da DHEA no sistema nervoso.

Enzimas mitocondriais: P450scc: enzima que cliva cadeia lateral do colesterol; P450c¢17: catalisa reacio de
17-hidroxilacio; P450aro: aromatase.

Enzimas nao mitocondriais: 17p-HSD: 17p-hidroxiesteréide desidrogenase; 3p-HSD: 3B-hidroxiesteroide
desidrogenase; Sa-R: Sa-redutase; ST: sulfotransferase; SF: sulfatase.

Modificado de Mellon, Griffin & Compagnone, 2001; Robel, Schumacher & Baulieu, 1999; Melon &
Deschepper, 1993.
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Tabela 1: Concentracio de DHEA e DHEAS encontrada em encéfalo e plasma de ratos

machos
Animal Intacto Animal A/C
Encéfalo Plasma Encéfalo Plasma
DHEA 0,24 + 0,33 0,06 = 0,06 0,14 +0,13 ND
DHEAS 1,70 £ 0,32 0,20 = 0,08 1,64 +£0,43 ND

Valores expressos em ng/g ou ng/mL (média + DP). ND: nd3o detectado; animal A/C:

adrenalectomizado e castrado. Modificado de Baulieu, 1998.

A incubacdo de células do sistema nervoso com colesterol leva a formacao de
pregnenolona e progesterona, assim como a incuba¢do de mitocondrias de oligodendrocitos
com colesterol leva a sintese de pregnenolona, sugerindo uma via classica de sintese de
neuroesterdides. A sintese de DHEA ainda n3o foi demonstrada neste tipo de modelo
experimental, porém héa possibilidade de uma via envolvendo hidroperéxidos levar a
formagdo de pregnenolona ¢ DHEA a partir de colesterol (Figura 2) (BAULIEU & ROBEL,
1998).

Obviamente, esses dados ndo excluem totalmente a possibilidade de que os esterdides
possam atravessar a barreira hematoencefalica e serem sulfatados. Kullak-Ublick e
colaboradores (1998) identificaram a presen¢a de um possivel transportador para DHEAS em
cerebelo, cortex cerebral (principalmente cortex frontal), bulbo, medula espinal ¢ putame.
Além disso, a DHEA pode ser metabolizada a outros esterdides [androgénios
(androstenediol, androstenediona, testosterona e diidrotestosterona - DHT) e/ou a estrogénios
(estrona e estradiol)] e exercer seus efeitos. Em cultura de células de mama, a DHEA s6
ativou a transcricdo génica apds ser convertida em estrogénios, principalmente estradiol

(SCHMITT et al., 2001). A DHEA in vivo aumenta o nimero de espinhos dendriticos de
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neurdnios hipocampais apds metabolizacdo a estradiol, em fémeas, e testosterona/
diidrotestosterona, em machos (MacLUSKY et al., 2004).

Os hormoénios que atuam no SNC, independente de serem produzidos no local ou
perifericamente, sdo chamados de esteroides neuroativos (RUPPRECHT & HOLSBOER,
1999; ZWAIN & YEN, 1999). Os esterdides neuroativos podem modular a atividade do
encéfalo e modificar sua estrutura para adaptacdo aos estimulos ambientais. Este controle
permite que os sinais externos regulem a secrecdo hormonal € o comportamento levando o
animal a se adaptar aos estimulos externos (McEWEN, 1999).

As acdes dos hormodnios esterdides (DHEA, estradiol, testosterona) sobre o SN
podem se dar no periodo perinatal, alterando a organizac¢ao dos tecidos neurais de maneira
irreversivel, ou em animais adultos, causando efeitos transitorios sobre os neuronios. Dentre
esses efeitos transitorios estdo a modificagdo da expressao génica, modulacdo alostérica de
receptores de neurotransmissores, alteracdo da atividade de enzimas metabdlicas e da
plasticidade sinaptica (BEAR et al., 2007; RUPPRECHT & HOLSBOER, 1999; McEWEN,
1999; BIAGIOTTI et al., 2001).

Em seres humanos a DHEA poder ter efeitos no aumento da densidade dssea ¢ da
massa magra, diminui¢do da gordura subcutidnea e da resisténcia a insulina, aumento da
libido e sensagdo de bem estar, além de diminuir sintomas de depressdo ¢ ansiedade
(LABRIE et al., 2005). Também ha correlagdo inversa entre as concentragdes séricas da
DHEAS ¢ o risco cardiovascular. Num estudo de corte prospectivo, homens acima de 50
anos, com os menores valores de DHEAS plasmaticos tiveram maior risco de morte por
doengas cardiovasculares. Esta correlagdo ndo foi encontrada em mulheres (BERR et al.,
1996). Baixas concentracdes de DHEAS foram encontradas também no lupus eritrematoso,
no cancer de mama e na artrite reumatoide (DEIGHTON et al., 1992). A suplementagdo com

DHEA melhora o sistema imune, cogni¢do, memoria, sintomas depressivos ¢ o quadro de
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pacientes esquizofrénicos. Porém, outros autores mostram que nem sempre os estudos
concordam nos resultados, levantando divida sobre os reais beneficios da suplementacao de
DHEA e sua forma sulfatada (ARLT, 2004).

Vérios estudos em animais e culturas de células j& demonstraram efeitos metabolicos
da DHEA sobre os tecidos periféricos, como tecido adiposo, figado, musculo esquelético
(BERNADIER et al., 1993; CLEARY, 1991) e sobre o sistema nervoso (ROBEL et al.,
1999).

A administragcdo de DHEA em animais geneticamente obesos, leva a diminui¢cao do
ganho de peso, da massa corporal adiposa (principalmente, gordura visceral), da secrecao de
insulina e da glicemia. Além disso, melhora a tolerancia a glicose e aumenta a massa magra ¢
a termogénese. A diminui¢ao da perda de peso pode ou ndo ser acompanhada de reducao na
ingestdo alimentar (BERNADIER et al., 1993; CLEARY, 1991; RYU et al., 2003).

No entanto, a relacdo entre DHEA e efeitos hipolipidémicos ¢ controversa, pois
existem influéncias genéticas e alimentares. Em animais alimentados com dieta hiperlipidica,
o tratamento com este esterdide diminuiu o colesterol e os triglicerideos. O tratamento de
animais que receberam dieta com alto teor de colesterol e sacarose ou de ratos geneticamente
obesos (Zucker), diminuiu o colesterol sem alterar os triglicerideos (CLEARY, 1991).

Além disso, injecdes de DHEA 10mg/kg em ratos de um ano de vida produziu
melhora da sensibilidade a presenga de glicose e o aumento do numero de células
pancredticas. Houve redugdo dos niveis do receptor de insulina e de algumas proteinas
intracelulares que fazem parte de sua cascata de sinalizagdo, como o substrato do receptor de
insulina -1 e 2 (IRS-1 e 2), mas ndo de outras como a enzima fosfatidilinositol-3 cinase (PI-
3K) e proteina cinase B-2 (PKB-2). No entanto, a PKB - 1 foi superexpressa, e esta

correlacionada com o aumento do nimero e tamanho das células f (MEDINA et al., 2006).
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As agdes periféricas da DHEA no tecido adiposo, assim como no figado e musculo,
sdo muito estudadas relacionando este esterdide ao tratamento da obesidade e da sindrome
metabolica, por isso muitos experimentos que visam esclarecer as interacdes da DHEA e o
metabolismo intermediario utilizam animais obesos ou diabéticos ou, até mesmo, culturas de
células provenientes destes.

No tecido adiposo, a DHEA parece ter efeito anti-obesidade pela inibicao da enzima
glicose-6-fosfato desidrogenase, diminuindo a gordura corporal por inibir a replicagdo € o
crescimento dos adipocitos. Esta enzima faz parte da via de sintese de nucleotideos,
essenciais para a proliferagao celular (GORDON et al., 1986). Entretanto, outros estudos
indicam que os efeitos anti-obesidade deste hormonio se dao através da diminui¢ao da
insulina sérica que, no tecido adiposo, estimula a atividade das enzimas glicose-6-fosfato
desidrogenase, acido graxo sintase, lipase lipoproteica e enzima malica (CLEARY, 1991).
Assim, menos insulina circulante diminui a atividade dessas enzimas, o que poderia causar a
reducdo na deposi¢do de massa gorda.

DHEA in vivo também altera proteinas de transcri¢do génica no tecido adiposo da
familia do receptor ativador de proliferagdo de peroxissomos (PPAR). Aumenta a expressao
de PPARa em cultura de adipdcitos, que transcreve enzimas necessarias para a -oxidacao e
formacdo de corpos cetdonicos (NELSON & COX, 2005; APOSTOLOVA et al., 2005), e
exerce down-regulation sobre o PPARy de animais obesos, que atua na transcrigdo de genes
responsaveis pela diferenciacdo de fibroblastos em adipocitos e proteinas relacionadas a
sintese lipidica (NELSON & COX, 2005; KAJITA et al., 2003). A DHEA também diminui a
expressdo e secrec¢ao de leptina (KAJITA et al., 2003; APOSTOLOVA et al., 2005; RYU et
al., 2003).

Animais obesos e diabéticos tratados com este esterdide tiveram aumento da

expressao das proteinas desacopladoras (UCP) do tipo 1 no tecido adiposo marrom, mas sua
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expressao nao foi alterada no tecido adiposo branco. O tecido adiposo marrom ¢ o grande
responsavel pela termogénese em roedores. Essas proteinas se encontram na mitocondria e
sdo responsaveis pela perda de energia quimica fornecida pelos substratos em forma de calor,
estimulando a termogénese (RYU et al., 2003).

Outro efeito seria 0 aumento na captacdo de glicose in vitro. O tratamento de cultura
de adipécitos com 10°M de DHEA aumentou a captacio de glicose radioativa, sob
estimulagdo insulinica. O tratamento com este esterdide nao altera a ligacao da insulina com
seu receptor, no entanto, ha ativagdo da IRS-1/2, PI-3K e proteina cinase C (PKC) e
translocag¢do de GLUT 1 e 4 (ISHIZUKA et al., 1999; PERRINI et al., 2004).

Entretanto ¢ dificil estabelecer qual a melhor dose para agao da DHEA, ja que alguns
estudos mostram que concentragdes proximas as fisiologicas sdo mais efetivas (10°M)
(ISHIZUKA et al., 1999), enquanto outros sugerem que doses maiores possuem melhor
efeito (10'4M). Outros esterdides, como estradiol, testosterona, diidrotestostenona,
androstenediona e progesterona, ndo melhoraram a sensibilidade das células a presenca de
insulina (PERRINI et al., 2004).

A diminuicdo no nimero de adipocitos ¢ melhora da sensibilidade periférica a
insulina causada pela DHEA, poderia ser responsavel pela diminui¢do da necessidade de
secregdo pelas células p (BERNADIER et al., 1993).

A DHEA também possui efeitos anabdlicos sobre musculo esquelético e sobre a
composi¢do corporal em animais alimentados com dieta rica em lipidios; este hormdnio
aumentou a quantidade protéica corporal ¢ do musculo gastrocnémio, ¢ diminuiu a
quantidade de gordura corporal total ¢ muscular (HEREDIA et al., 2007). Também atua
aumentando a captagdo de glicose. Em cultura de mioblastos, DHEA elevou a captagao,
porém apenas quando foi adicionada em altas doses (10” e 10*M). Em baixas concentragdes

ndo exerceu efeito, mesmo na presenga de insulina (NAKASHIMA et al., 1995). A DHEA
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também ativa as enzimas glicogénio sintase (estimula sintese de glicogénio), fosfofrutocinase
(enzima da via glicolitica) e piruvato desidrogenase (transforma piruvato em acetil-CoA) no
musculo esquelético (LIU et al., 2003).

Ratos de seis meses de idade, injetados durante uma semana (tratamento agudo) com
DHEA 10mg/kg, mostraram melhora na tolerdncia a glicose e sensibilidade a insulina
corporal, assim como aumento na taxa de fosforilagdo das proteinas IRS-1 (que neste tecido ¢
essencial para a agdo da insulina) / PI-3K / PKB / PKC nos miocitos esqueléticos
(CAMPBELL et al., 2004).

O musculo soleo de ratos diabéticos com dieta suplementada com DHEA 0,4%
captou mais glicose radioativa do que os musculos de animais diabéticos nao tratados, apos
estimula¢do pela insulina (ISHIZUKA et al.,1999). Isso pode demonstrar que, in vivo, a
DHEA pode ativar vias de sinalizacdo celular que estimulam a captagdo de glicose por
musculos.

Porém, em ratos obesos este hormonio esterdide causa diminui¢do da sintese de
glicogénio e eleva os niveis da glutationa peroxidase e superoxido dismutase em musculo
esquelético. Isto pode indicar que o tratamento com este hormonio esterdéide pode aumentar a
producdo de radicais livres (BERNADIER et al., 1993).

Ja nos hepatécitos, a agdo deste hormdnio esterdide causa diminuicdo da sintese de
lipidios, das reservas de glicogénio e aumento da sintese de proteina (CLEARY, 1991). Este
esterdide inibe as enzimas relacionadas a gliconeogénese: glicose-6-fosfatase, PEPCK,
frutose-1,6-bifosfatase e piruvato carboxilase; estimula a oxidacdo de glicose a CO; (em
animais obesos) e em altas concentragdes pode aumentar a captagao de glicose em cultura de
células (CLEARY, 1991; YAMASHITA et al., 2005; BERNADIER et al., 1993). Também

aumenta a atividade da lactato desidrogenase e da enzima malica (CLEARY, 1991).
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Tratamento com DHEA 10mg/kg em ratos, aumenta a taxa de fosforilagdo das
proteinas IRS-2 (substrato indispensavel para a acao da insulina nesse tecido) / PI-3K / PKB /
PKC (CAMPBELL et al., 2004). O estimulo para captagdo de glicose e inibi¢do da PEPCK,
verificado em outros estudos, poderiam ser mediadas por essa via (YAMASHITA et al.,
2005; BERNADIER et al., 1993).

Além disso, ¢ relatado que a DHEA ¢ capaz de inibir a glicogénio fosforilase no
figado, enzima responsavel pela degradagao do glicogénio (CLEARY, 1991); e a via IRS /
PI-3K / PKB / PKC poderia estimular a glicogénio sintase, enzima que sintetiza glicogénio
(CAMPBELL et al., 2004). Essas evidéncias contrariam dados anteriores, que mostram
diminuic¢do das reservas de glicogénio hepaticas (CLEARY, 1991).

Este esterdide também influencia o metabolismo lipidico de animais obesos,
estimulando ciclos futeis que levam ao gasto de energia, ativando enzimas de sintese (acido
graxo sintetase) e degradacao (hidrolase de acidos graxos) de lipidios no figado, ou seja, leva
ao aumento da termogénese. DHEA também parece induzir a proliferacdo de peroxissomos,
envolvidos na oxida¢do lipidica. Isto contribui para a perda de peso desses animais
(CLEARY, 1991; BERNADIER et al., 1993).

Suplementacgdo de 0,6% de DHEA na alimentacdo de ratos por 16 meses, mostram a
hepatotoxicidade deste esterdide, com acentuada proliferagdo mitocondrial (SAFIULINA et
al., 2006). Em animais obesos este hormonio aumenta a produgdo de radicais livres
(BERNADIER et al., 1993).

Mais estudos sdo necessarios para entender os processos pelos quais a DHEA
modifica a tolerdncia a glicose independente da acdo da insulina, e seus possiveis efeitos
fisiologicos e farmacoldgicos no tratamento da obesidade e Sindrome Metabolica.

Ester6ides, como a pregenenolona ¢ a DHEA, sdo sintetizados no encéfalo de animais

no periodo fetal, neonatal e adulto. No encéfalo de animais imaturos a neuroexcitabilidade ¢
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fundamental para o desenvolvimento das conexdes neurais e pode ser modulada por
esteroides. Ha evidéncias de que a administragdo de neuroesteroides influencia o
desenvolvimento dos sistemas neurais, como o dopaminérgico e serotoninérgico (IAWATA
et al., 2005). A DHEA pode exercer agdo neurotrofica in vitro sobre neurénios e glia
retirados de embrides de ratos, de forma dependente da dose (BAULIEU & ROBEL, 1998)
além de atuar na maturagdo e desenvolvimento das mitocondrias e da fungdo respiratoria
mitocondrial, principalmente, ap6s o nascimento (PATEL & KATYARE, 2006).

A DHEA também altera os niveis de expressao de fator de crescimento semelhante a
insulina-1 (IGF-1) no SN. Inje¢des de DHEA 50mg/kg em ratos eleva os niveis de IGF-1 e
causa down-regulation em seus receptores (IGF-1R) no hipotalamo. Em outras areas, como
cortex cerebral, hipocampo e cerebelo, ndo foi demonstrado o mesmo efeito, bem como em
doses menos concentradas. Atuando no hipotdlamo, este neuroesterdide pode diminuir a
ingestdo alimentar regulando os niveis de serotonina, além de diminuir os niveis de leptina
circulantes (RIBEIRO & GARCIA-SEGURA, 2002).

Em cultura de astrocitos de animais neonatos, o IGF-1 e a insulina atuaram
aumentando as concentragdes de glicogénio, porém o IGF foi mais eficaz (DRINGEN &
HAMPRECHT, 1992). Sabe-se que o IGF atua no desenvolvimento encefalico neonatal e
perinatal, e que aumenta a captagdo de glicose durante este periodo para suprir as
necessidades energéticas do tecido nervoso. Na fase adulta, este fator de crescimento atua
principalmente, como neuromodulador. Porém, durante injiria neural, o aumento da
expressido de IGF-1 estd associado a aumento da captagio de 2-'*C-DG (BONDY et al.,
20006).

DHEA também tem efeitos modulatorios sobre os receptores de glutamato N-metil-
D-aspartato (NMDA), receptors de adcido gama-aminobutirico (GABA,) e receptores sigma

(receptor de opidides), além de estimular in vitro a liberacdo sinaptica de glutamato
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(LHULLIER et al., 2004). Esses receptores e neurotransmissores s3o importantes na
plasticidade neuronal, excitotoxicidade, além de estarem envolvidos nos processos de
aprendizagem ¢ memoria, comportamento, humor, depressdo ¢ sono (TAGAWA et al.,
20006).

Os efeitos anteriormente citados sao mediados por receptores dos neurotransmissores,
ou seja, receptores de membrana. Também ha possibilidade de que a DHEA exerca suas
acOes através de receptores nucleares modificando a transcrigdo de genes especificos
(RUPPRECHT & HOLSBOER, 1999). Nenhum receptor especifico para DHEA foi
encontrado, porém, Mo e colaboradores (2004) indicaram que este neuroesterdide poderia
atuar sobre receptores de androgénios.

Metabolitos deste neuroesteroide, como por exemplo, o estradiol, estd associado a
neuroprotecdo em experimentos que envolvem isquemia do SN. Areas de lesdo isquémica do
encéfalo de ratas ovaritectomizadas injetadas previamente com 17 B-estradiol foram menores
quando comparadas as das ratas tratadas com veiculo. O estradiol exerce essa fungdo
mantendo os niveis de expressio de GLUT 1 na barreira hematoencefilica e,
conseqiientemente, os niveis de glicose no tecido, pois durante a deficiéncia de oxigénio
aumenta a necessidade de substrato energético no meio extracelular para manter os niveis de
ATP celulares (SHI et al., 1997). Em outro estudo, o estradiol atuou como neuroprotetor apos
isquemia em cultura de células de hipocampo, estimulando as proteinas PI-3K ¢ PKB ¢
inibindo a glicogénio sintase cinase-3p (GSK-3p), inibindo a apoptose (CIMAROSTI et al.,
2005). Obviamente, ndo exclui-se a concomitancia dos dois efeitos anteriormente citados.

Ainda existe muita controvérsia com relacdo aos efeitos protetores ou nocivos da
DHEA sobre o SN. Alguns estudos demonstram efeitos antioxidantes e anti-apoptoticos e

outros ao contrario.
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Animais injetados com estreptozotocina, para inducao de diabetes, e tratados com
DHEA, tiveram os niveis de glutationa mantidos quando comparados aos controles
(diabéticos e nao tratados com DHEA). A diabetes também aumentou a peroxidacao lipidica
em figado, rim e encéfalo. A peroxidagdo foi diminuida pelo tratamento com DHEA
(ARAGNO, 1999).

Células de microglia in vitro, quando expostas a altas doses (100uM) mostram os
efeitos antiproliferativos da DHEA. Esse efeito ¢ potencializado pela diminui¢do progressiva
ou auséncia de glicose. Na auséncia de glicose houve inibi¢do do crescimento em todas as
doses de DHEA utilizadas (25, 50 e 100 uM). Os efeitos anti-proliferativos se devem a
deplecao dos niveis ATP, e a presenca de glicose 4,5 mg/dL (concentracdo plasmatica)
suprime as agdes do hormonio (YANG et al., 2000; YANG et al., 2002). Uma das maneiras
pela qual a DHEA pode induzir a diminuicdo de ATP ¢ estimulando ciclos futeis
metabolicos, como os encontrados em tecidos periféricos (CLEARY, 1991; RYU, et al.,
2003; BERNADIER et al., 1993), porém essa agao sobre o SN precisa ser elucidada.

Este neuroesterdide inibe a respiragdo mitocondrial in vitro, levando assim a
diminui¢do da sintese de ATP. O complexo I mitocondrial (primeira enzima da oxidagdo
fosforilativa), de células cerebelares em cultura, foi inibido por DHEA 10*M. A inibigdo da
funcdo mitocondrial, levou a ativacdo da glicolise, para suprir a falta de ATP. A DHEA
também alterou o balango entre oxidagdo fosforilativa e glicdlise, aumentando a captacio de
glicose ¢ o acumulo de lactato, pois ndo havia possibilidade de oxidar aerobicamente o
piruvato produzido pela glicolise (40% do piruvato foi convertido a lactato). A taxa de
mortalidade neuronal na presenga de altas doses de DHEA in vitro foi dependente do tempo;
quanto maior o tempo de exposi¢ao ao neuroesterdide, maior a taxa de inviabilidade celular e
sob condigdes hipoglicémicas esse efeito foi potencializado. Por outro lado, a adi¢dao de

substratos como a glicose, reverte o processo. In vivo a suplementagdo de 0,6% de DHEA
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causa neurodegeneragdo de areas sensiveis ao estresse energético (cortex motor e
hipocampo), além de alteracdes na substancia negra (efeito sobre neuronios dopaminérgicos).
Doses menores de DHEA (10° ¢ 107M) in vitro também foram testadas, porém ndo
mostraram efeito inibitorio sobre a respiragdo mitocondrial (SAFIULINA et al., 2006).

Em mitocondrias isoladas de telencéfalo, a DHEA e o a-estradiol diminuem o
consumo de oxigénio e a atividade da ATPase (MORIN et al., 2002). Este ultimo efeito pode
estar relacionado a deplecao de ATP encontrada por outros autores (YANG et al., 2002;
YANG et al., 2000).

Quando as mitocondrias foram submetidas a anoxia e reoxigenacdo, a DHEA
protegeu a organela dos efeitos causados pelos dois procedimentos, com as doses de 10° e
10" M; doses mais baixas ndo tiveram efeito. J4 o a-estradiol protegeu apenas na anoxia,
nas doses 10° ¢ 10°M. Estes dois esterdides também protegeram contra a formacdo de
superéxido (O,7), entre as doses de 10° e 10°M, porém ndo protegeram contra a
lipoperoxidacdo das membranas mitocondriais. Ainda sim, houve um efeito protetor
importante, limitando o consumo de oxigénio, antes e apds a anoxia ¢ reoxigenacio, a
atividade da ATPase e, conseqiientemente, a producdo de radicais livres. A inser¢do destes
neuroesteroides na membrana, causando alteragdo da fluidez ¢ da funcionalidade de enzimas
(ATPase), parece ser responsavel pelos efeitos encontrados (MORIN et al., 2002).

A DHEA e o a-estradiol também inibiram os primeiros passos da apoptose celular,
que ¢ mediada pela mitocondria, por causar uma diminui¢do moderada dos niveis de ATP,
revelando um efeito anti-apoptotico (MORIN et al., 2002), contrariando estudos anteriores,
utilizando outros modelos experimentais de estresse celular (YANG et al., 2002; YANG et
al., 2000).

Portanto, visto que a DHEA possui efeitos metabdlicos importantes tanto sobre

estruturas periféricas como sobre o SN, o objetivo do presente trabalho foi determinar a agao
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deste esterdide neuroativo sobre o metabolismo da glicose no musculo esquelético e em

diferentes estruturas do SN e a interagao da DHEA com o lactato.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Determinar:

1.

3.

A utilizagdo de glicose por diferentes estruturas do SN (bulbo olfatoério, cortex
cerebral, cerebelo, hipocampo e hipotdlamo) de ratos Wistar;

O efeito da DHEA in vitro sobre a captacdo de glicose ¢ oxidagdo de lactato em
diferentes estruturas do SN de ratos;

E o efeito da DHEA in vitro sobre a captagdo e oxidag¢do de glicose no musculo

esquelético (gastrocnémio) de ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar:

Efeito in vitro da auséncia ou presenca de lactato sobre a capta¢do de 2-Deoxi-1-
"C-Glicose nas diferentes estruturas do SN;

Efeito da presenca de lactato ndo marcado no meio de incubagdo sobre a oxidagao
de "*C-glicose em hipotalamo e cortex;

Efeito in vitro da DHEA sobre a captagio de 2-Deoxi-1-'*C-Glicose nas
estruturas do SN, na presenca ou auséncia de lactato;

Efeito in vitro da DHEA sobre a oxidagio de '*C-lactato em hipotalamo e cortex;
Efeito in vitro da DHEA sobre a captacdo de 2-Deoxi-1-"*C-Glicose no musculo
esquelético;

Efeito in vitro da DHEA sobre a oxidacio de '*C-glicose no musculo esquelético.
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3. MATERIAL E METODOS

Foram utilizados ratos machos Wistar, pesando aproximadamente 250g, com média
de 90 dias de idade, provenientes do Biotério do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (ICBS-UFRGS). Os animais tiveram livre acesso
a ragdo e agua e permaneceram em ambiente controlado, sob ciclo claro/escuro de 12 horas
(das 7 as 19h) e temperatura ambiental de 22 + 4°C.

O sacrificio dos animais foi realizado por decapitacgao e as diferentes estruturas do SN
e musculo esquelético (gastrocnémio) foram rapidamente dissecados, colocados em gelo e
imediatamente utilizadas nos experimentos de incubacgao.

O protocolo experimental foi de acordo com os Principios de Cuidados de Animais de
Laboratério (publicagdo NIH, numero 80-23, revisado 1996). Todos os esfor¢os foram
realizados para minimizar o nimero de animais usados e seu sofrimento. As carcagas dos
animais foram entregues ao Biotério do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, da UFRGS

para procedimento de eliminacao.

3.1 PREPARACAO DO HORMONIO

O hormonio era preparado no dia do experimento: primeiramente diluia-se a (-
ciclodextrina (Fluka) em 4gua deionizada, atingindo a concentracdo de 10%. Posteriormente,
solubilizava-se a DHEA (Calbiochem) na solugdo de B-ciclodextrina 10%; chegando a
concentragio de 10°M de DHEA. A DHEA era diluida em solugdo fisioldgica e,
posteriormente adicionada aos meios de incubagdo, chegando as concentracdes finais de 10
*M (DHEA 10®) ou 10"M (DHEA 10™%).

No meio controle (CTR) colocava-se a B-ciclodextrina, sendo que sua concentragdo

neste meio era de 10°M. Nos meios de incubacdo contendo DHEA, a concentracdo de B-
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ciclodextrina era 10™*M no primeiro meio (DHEA 10®M), e 10"'°M no segundo (DHEA 10°

20),

3.2 CAPTACAO DE 2-DEOXI-D-1-"*C-GLICOSE

ApoOs a retirada dos tecidos estes foram colocados em placas de Petri com solugdo
fisiologica gelada (Ringer Bicarbonato — NaCl 118mM, KCI 4,61mM, CaCl,.2H,0 2,5mM,
KH,PO, 1,19mM, MgSO,.7H,0 0,74mM, NaHCO® 25mM, pH 7.4) e fatiados.
Posteriormente, foram colocados em tubos eppendorf contendo os seguintes meios de

incubagao (Tabela 2):

Tabela 2: Composicdo dos meios de incubac¢iao utilizados nos experimentos de captacio de 2-

Deoxi-1-"*C-Glicose

Estruturas do SN Estruturas do SN e Musculo Esquelético
Com Lactato Sem Lactato
- 0,5 mL de solugdo fisiologica; - 0,5 mL de solugdo fisiologica;
- 10 mM de lactato; - 0,15 uCide 2-Deoxi-1-"*C-Glicose;
- 0,15 uCi de 2-Deoxi-1-"*C-Glicose (55mCi/ - B-ciclodextrina (CTR) ou DHEA 10® ou
mmol — Amersham International); DHEA 10" M.

- B-ciclodextrina (CTR) ou DHEA 10 ou
DHEA 107 M.

A seguir foi feita a substituicao da fase gasosa por carbogénio (O,:CO;,, na proporg¢ao
95:5%, v/v). Os tubos foram fechados e incubados em banho metabdlico do tipo Dubnoff sob
agitacdo constante a 37°C por noventa minutos.

Ao final do tempo experimental, os tubos foram imersos imediatamente em recipiente
com gelo para interromper os processos metabodlicos. Imediatamente apos as amostras foram

removidas do meio de incubagdo, lavadas duas vezes em solugdo fisioldgica gelada, com o
44



objetivo de retirar o excesso de radioatividade adsorvida ao tecido. Depois de secas em papel
filtro, foram colocadas em frascos com tampa de rosca contendo 1,0 mL de 4agua destilada.
Ap0s, estes frascos foram congelados e fervidos alternadamente por trés vezes, para romper
as células e liberar o contetido captado pelo tecido. Este conteudo liberado foi considerado o
meio interno, € o meio de incubacgao, o externo.

Para avaliar a captacao de glicose foi colocado 0,1 mL do meio interno ou do meio
externo em 2,5 mL de liquido de cintilagdo [tolueno— triton X-100 (2:1), PPO (0,4%) e
POPOP (0,01%)] para medida de radioatividade. Esta medida foi realizada em espectrometro
de cintilacdo liquida (LKB-Wallac) com 97% de eficiéncia. Os resultados da captacdo de
glicose foram expressos pela medida da radioatividade contida no meio interno (2-Deoxi-1-
C-Glicose captada pelo tecido) e no meio externo (meio de incubacio) (T/M: dpm/mL meio

interno dividido por dpm/mL de meio externo), conforme descrito por Machado et al. (1991).

3.3 OXIDACAO DE L-"*C-LACTATO OU DE D-U-"*C-GLICOSE

A determina¢do da formacao de 4C0, foi feito de acordo com Torres e colaboradores
(2001). Hipotalamo, fatias de cortex cerebral e musculo esquelético foram coletados e
colocados em solucao fisioldgica gelada. Em seguida, os tecidos foram secos em papel filtro
e colocados em vidros com tampa de borracha contendo ImL de um dos meios de incubagao.

Para as estruturas do SN foram utilizados os seguintes meios:

1. CTR 'C-glicosetlactato: 0,15 pCi de D-U-"*C-glicose (3,0 mCi/ mmol —

Amersham International), 5 mM de glicose, 10 mM de lactato ¢ 10° M de p-
cilclodextrina;

2. CTR "C-lactato: 0,15 pCi de L-"*C-lactato (108,3 mCi/ mmol — Amersham

International), 10mM de lactato e 10° M de B-cilcodextrina;

3. DHEA 10®: 0,15 pCi de L-"*C-lactato, 10 mM de lactato e DHEA 10 M.
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Para a verificacio da formacdo de '*CO, a partir de D-U-"*C-glicose em musculo
esquelético foram usados os meios abaixo:

1. CTR "C-glicose: 0,15 pCi de D-U-""C-glicose, 5 mM de glicose ¢ 10° M de p-

cilcodextrina;

2. DHEA 10®: 0,15 pCi de D-U-"*C-glicose ¢ DHEA 10 M.

As tampas de borracha estava acoplado um vidro em formato de “J” com um pogo
com papel filtro para a capta¢io do '*CO; resultante da oxida¢do do substrato radioativo. Os
tecidos foram aerados com carbogénio (O,:CO,, 95:5% v/v), os tubos fechados e vedados
com parafilme. A incubagao foi de 90 minutos, a 37°C com agitacdo constante. A reagao de
oxidacdo foi interrompida injetando-se 0,25 mL de TCA 50% no meio de incubacao, através
da tampa de borracha, e 0,25 mL de NaOH nos pocos de captacdo do CO,. A reagao de
“captacdo do "*CO, ocorreu overnight. Na manhi seguinte, foram retirados os vidros em
formato de “J” e colocados em viais com 9 mL do liquido de cintilagdo, os quais foram
levados a um contador LKB-Wallac com 95% de eficiéncia, para determinar a formagao do
'*C0O,. Os resultados foram expressos em '*C-lactato ou '*C-glicose incorporado em '*CO»/

grama de tecido/ hora de incubacao.

3.4 TRATAMENTO ESTATISTICO

Para analisar a influéncia do lactato sobre a captag¢io de 2-'*C-DG em cada tecido foi
utilizando o teste t de Student para dados ndo pareados.

Diferencas na captagdo de 2-'*C-DG entre as vérias estruturas foram analisados por
ANOVA (andlise de variancia) de uma via e para verificar a relacdo entre doses de DHEA,
tempo de incubagdo e influéncia do lactato foi realizada ANOVA de duas vias, com teste de
comparac¢do de Student-Newman Keuls (SNK).

Os resultados foram expressos como média + desvio padrao da média.
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As diferencas entre as médias foram consideradas significativas quando os valores de
probabilidade eram iguais ou menores que 0,05 e as analises estatisticas foram realizadas

com o programa Sigma Stat versdo 2.0 compativel com Windows.
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4. RESULTADOS

4.1 DETERMINACAO DO TEMPO DE INCUBACAO

Para determinagdo do tempo de captagdo a ser utilizado nos demais experimentos,
fatias de cerebelo foram incubadas com 2-'*C-Deoxi-Glicose por sessenta, noventa ou cento
e vinte minutos, num meio de incubacdo controle, ou seja, na presenga de B-ciclodextrina
(Figura 3). Também foi analisada a influéncia da presenga de lactato sobre a captagdao de 2-
*C-DG.

Houve diferenca estatistica significativa entre 90 minutos versus 60 ¢ 120 minutos na

auséncia de lactato (p = 0,014), sendo o primeiro o tempo de incubagao escolhido.

sem lactato
|* == com lactato
[5]
§ 2 | |
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60’ 90’ 120

Figura 3: Curva de captacio de 2-'*C-DG, na presenca ou auséncia de lactato, para determinar o tempo
de incubacio (na presenca de pB-ciclodextrina).

Os resultados foram expressos em média + DP. O numero de animais utilizados esta representado entre
colchetes. Resultados expressos em Tecido/Meio (dpm/mL meio interno dividido por dpm/mL de meio externo).
Andlise de variancia indicou diferenga estatistica (p = 0,014):

* diferenca entre 90 minutos versus 60 ¢ 120 minutos na auséncia de lactato.
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4.2 EFEITO DA PRESENCA OU AUSENCIA DE LACTATO SOBRE A
CAPTACAO DE 2-"C-DG NAS DIFERENTES ESTRUTURAS DO SISTEMA
NERVOSO EM MEIO CONTROLE

A Figura 4 mostra a captacio de 2-'*C-DG na auséncia de lactato, pelas diferentes
estruturas estudadas, em meio de incubacdo controle (contendo B-ciclodextrina 10°M). O
cortex cerebral teve os maiores valores de captacao (3,35 + 0,77), e diferiu significativamente
apenas das taxas obtidas pelo bulbo olfatério (1,69 + 0,14; p = 0,041), que foi a menor dentre
todos os tecidos testados.

Ja a presenca de lactato (Figura 5), alterou o perfil de captacdo de 2-'*C-DG. O
hipotalamo alcangou as maiores médias de captacdo de 2-"*C-DG (7,24 + 0,81). Hipocampo
e bulbo olfatério alcangaram valores muito proximos (3,04 + 0,46 e 2,88 + 0,38,
respectivamente) e significativamente maiores que as taxas de captacdo do cortex (1,61 +
0,52) e cerebelo (1,25 £ 0,04).

Quando comparamos a captagdo na auséncia ou presenca de lactato (tabela 3),
observa-se a captagdo de 2-'*C-DG pelo bulbo olfatério (p < 0,001) e hipotalamo (p=0,001)
foi maior na presenga de lactato. Cortex e cerebelo, ao contrario das estruturas anteriores,
diminuiram a captac¢ao na presenga deste substrato (p = 0,002 e p < 0,001, respectivamente).

O hipocampo foi a unica area do sistema nervoso que nao modificou a captacio de

glicose na presenca ou auséncia de lactato (p = 0,199).
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Figura 4: Captacio de 2-'*C-DG, na auséncia de lactato, entre diferentes estruturas do sistema
nervoso em meio controle (contendo B-ciclodextrina 10°M)

Os resultados foram expressos em média = DP. O nimero de animais utilizados esta representado entre
colchetes. Resultados expressos em Tecido/Meio (dpm/mL meio interno dividido por dpm/mL de meio
externo). Andlise de variancia indicou as seguintes diferencas estatisticas (p = 0,041):

* significativamente diferente do bulbo olfatorio
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Figura 5: Captaciio de 2-'*C-DG, na presenca de lactato 10mM, entre diferentes estruturas do
sistema nervoso em meio controle (contendo B-ciclodextrina 10°M)
Os resultados foram expressos em média + DP. O ntimero de animais utilizados esta representado entre
colchetes. Resultados expressos em Tecido/Meio (dpm/mL meio interno dividido por dpm/mL de meio
externo)
Analise de variancia indicou as seguintes diferencas estatisticas (p < 0,001):

* diferente de todas as estruturas

# diferente de cerebelo e cortex

Tabela 3: Comparacio dos valores de captagio de 2-'*C-DG entre incubacdes realizadas na presenca e

auséncia de lactato em meio controle

Tecido Sem lactato Com lactato Significancia Estatistica
Cerebelo 2,10+ 0,23 (5) 1,21 £0,24 (6) * p<0,001
Cortex 3,35+ 0,77 (6) 1,61 £0,52 (8) * p=0,002
Hipocampo 2,32+ 1,27 (4) 3,04 £ 0,46 (7) p=20,199
Hipotalamo 2,94+ 1,64 (4) 7,24+0,81 (5) * p=0,001
Bulbo Olfatério 1,69 + 0,14 (5) 2,88+ 0,38 (5) * p<0,001

Os resultados foram expressos em média = DP. O numero de animais utilizados esta representado entre
parénteses. Resultados expressos em Tecido/Meio (dpm/mL meio interno dividido por dpm/mL de meio
externo). Analise estatistica: teste t de Student:

* diferenca estatistica entre meio contendo lactato versus meio sem lactato
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4.3 ACAO DA DHEA SOBRE A CAPTACAO DE 2-"*C-DG NO SISTEMA
NERVOSO

Testou-se a interacdo entre a presenga ou auséncia de um substrato energético (10
mM de lactato) e a acdo da DHEA sobre a captacdo de 2-'*C-DG.

Cerebelo (Figura 6; p = 0,433), hipocampo (Figura 7; p = 0,561) e hipotalamo (Figura
8; p = 0,364), segundo a analise de variancia de duas vias, ndo ha interacao estatisticamente
significativa entre as doses de DHEA e a composi¢ao do meio de incubagdo, ou seja, nao
sofreram efeito do hormdnio, tanto na presenca quanto na auséncia de lactato.

Ja no cortex cerebral (Figura 9) houve aumento da captacao de glicose radioativa na
dose de DHEA 10™M na presenca de lactato (p < 0,001). No bulbo olfatério (Figura 10) este

aumento foi verificado na mesma dose, porém na auséncia de lactato (p=0,009).
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Figura 6: Efeito de duas doses de DHEA in vitro (10 e 10"*M) versus controle (CTR, contendo 10°M
de B-ciclodextrina) sobre a captaciio de 2-"*C-DG, na presenca e auséncia de 10 mM de lactato, por
cerebelo.

O ntimero de animais utilizados esta expresso entre colchetes. Os resultados foram expressos em média £
DP. Resultado expresso em Tecido/Meio (dpm/mL meio interno dividido por dpm/mL de meio externo).

ANOVA de duas vias ndo mostrou diferenga significativa entre os grupos (p=0,433).
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Figura 7: Efeito de duas doses de DHEA in vitro (10® e 10"*M) versus controle (CTR, contendo 10°M de

p-ciclodextrina) sobre a captacio de 2-"*C-DG, na presenca e auséncia de 10 mM de lactato, por

hipocampo.

O namero de animais utilizados esta expresso entre colchetes. Os resultados foram expressos em média + DP.

Resultado expresso em Tecido/Meio (dpm/mL meio interno dividido por dpm/mL de meio externo). ANOVA

de duas vias ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos (p = 0,561).
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Figura 8: Efeito de duas doses de DHEA in vitro (108 e 10">M) versus controle (CTR, contendo 10°M de
p-ciclodextrina) sobre a captacio de 2-"*C-DG, na presenca e auséncia de 10 mM de lactato, por
hipotilamo.

O numero de animais utilizados estd expresso entre colchetes. Os resultados foram expressos em média + DP.
Resultado expresso em Tecido/Meio (dpm/mL meio interno dividido por dpm/mL de meio externo). ANOVA

de duas vias ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos (p = 0,364).
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Figura 9: Efeito de duas doses de DHEA in vitro (108 e 10">M) versus controle (CTR, contendo 10°M de
p-ciclodextrina) sobre a captacio de 2-"C-DG, na presenca e auséncia de 10 mM de lactato, por cértex
cerebral.

O namero de animais utilizados esta expresso entre colchetes. Os resultados foram expressos em média + DP.
Resultado expresso em Tecido/Meio (dpm/mL meio interno dividido por dpm/mL de meio externo).

# Diferenca significativa em relagdo ao CTR ¢ 4 DHEA 10"°M (ANOVA uma via; p < 0,05). ANOVA de duas

vias mostrou diferenca significativa entre os grupos (p < 0,001).
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Figura 10: Efeito de duas doses de DHEA in vitro (10 e 10"*M) versus controle (CTR, contendo 10°M
de p-ciclodextrina) sobre a captacio de 2-'*C-DG, na presenca e auséncia de 10 mM de lactato, por
bulbo olfatério.

O numero de animais utilizados esta expresso entre colchetes. Os resultados foram expressos em média + DP.
Resultado expresso em Tecido/Meio (dpm/mL meio interno dividido por dpm/mL de meio externo).

@ Diferenca significativa em relagdo ao CTR e &8 DHEA 10"*M (ANOVA uma via; p < 0,05). ANOVA de

duas vias mostrou diferenga significativa entre os grupos (p = 0,009).
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4.4 ACAO DA DHEA SOBRE A CAPTACAO DE 2-DEOXI-1-"*C-GLICOSE
NO MUSCULO ESQUELETICO

O musculo esquelético (Figura 11) teve uma captagdo de 2-'*C-DG menor que todas
as estruturas do SN testadas. A dose de DHEA que teve efeito sobre este tecido foi 10™M,

diminuindo a captagdo (p = 0,003), tanto em relagdo ao controle quanto & dose de 10™*M.
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Figura 11: Efeito de duas doses de DHEA in vitro (10® e 10"M) versus controle (CTR,
contendo 10°M de B-ciclodextrina) sobre a captacio de 2-'*C-DG no misculo esquelético.

O numero de animais utilizados estd expresso entre colchetes. Os resultados foram expressos em
média £ DP. Resultado expresso em Tecido/Meio (dpm/mL meio interno dividido por dpm/mL de
meio externo).

* DHEA 10°® versus CTR e DHEA 10™'% (p = 0,003).
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4.5 OXIDACAO DE "“C-GLICOSE OU "“C-LACTATO PELO SISTEMA
NERVOSO EM MEIO CONTROLE

Bueno e colaboradores (1994) demonstraram que fatias de cerebelo foram capazes de,
em média, oxidar 3,25 vezes mais lactato (10 mM) quando comparado a glicose (5 mM).
Assim, testou-se a possivel influéncia da presenca de lactato 10 mM sobre a oxidacdo de "*C-
glicose no hipotadlamo, onde se localizam glicoceptores (SONG & ROUTH, 2005), ¢ no
cortex cerebral. Também foi comparado com a oxidacio realizada utilizando apenas '*C-
lactato. Estes parametros foram avaliados utilizando meio de incubagao controle (que contém
B-ciclodextrina) e o0 mesmo tempo escolhido para a captagdo de 2-'*C-DG (Figura 3).

A oxidagdo de "C-lactato no hipotalamo (Figura 12; p < 0,001) e no cértex (Figura
13; p < 0,001) foi em média, 6,6 vezes maior do que os valores obtidos com '*C-glicose na
presenca de lactato 10 mM. Portanto, o lactato é oxidado preferencialmente in vitro, quando
comparado a glicose.

Os resultados aqui apresentados também mostraram que existe uma diferenga na

oxidacao de glicose no meio com lactato e sem lactato.
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Figura 12: Formagcio de '“CO, a partir de "*Cglicose (+ 10mM lactato + 5SmM glicose) ou '*C-lactato (+
10mM lactato) no hipotilamo em meio controle (CTR, contendo 10°M de p-ciclodextrina)
Os resultados foram expressos em média £ DP. O niimero de animais utilizados esta expresso entre colchetes.

Resultados expressos em pMolar/grama de tecido/hora de incubagdo. Anélise: Teste t de Student * CTR '*C-

glicose (10 mM de lactato ¢ 5 mM de glicose) versus CTR "*C-lactato (10mM de lactato) (p < 0,001)
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Figura 13: Formacio de "C0, a partir de 14Cglicose (+ 10mM lactato + SmM glicose) ou “C-lactato (+
10mM lactato) no cortex cerebral em meio controle (CTR, contendo 10°M de p-ciclodextrina)

Os resultados foram expressos em média £ DP. O niimero de animais utilizados esta expresso entre colchetes.
Resultados expressos em pMolar/grama de tecido/hora de incubagio. Anélise: Teste t de Student. * CTR "C-

glicose (10 mM de lactato ¢ 5 mM de glicose) versus CTR "“C-lactato (10mM de lactato) (p < 0,001)
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4.6 EFEITO DA DHEA SOBRE A OXIDACAO DE "“C-LACTATO NO
SISTEMA NERVOSO

Testou-se o efeito da DHEA sobre a oxidacdo de *C-lactato utilizando-se a dose de
10®M, pois esta estimulou a captacdo no cortex (Figura 7), e como tecido controle foi
escolhido o hipotalamo, pelos altos valores de captacao de glicose alcangados na presenca de
lactato.

A dose de DHEA utilizada ndo modificou a oxida¢o de '*C-lactato em hipotalamo
(Figura 14; p = 0,770) e cortex cerebral (Figura 15; p = 0,131) quando comparadas aos seus

respectivos controles (CTR).
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Figura 14: Efeito da DHEA 10*M sobre a formacio de '*CO, a partir de '*C-lactato por hipotalamo

versus controle (CTR, contendo 10°M de p-ciclodextrina)

Os resultados foram expressos em média £ DP. O nimero de animais utilizados esta expresso entre colchetes.
Resultados expressos em pMolar/grama de tecido/hora de incubago.

Anilise: Teste t de Student. Nio houve diferenca estatistica entre Controle (CTR) e DHEA 10™M (p = 0,770)
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Figura 15: Efeito da DHEA 10®M sobre a formagcio de '*CO, a partir de '*C-lactato por cértex cerebral
versus controle (CTR, contendo 10°M de p-ciclodextrina).

Os resultados foram expressos em média £ DP. O nimero de animais utilizados esta expresso entre colchetes.
Resultados expressos em pMolar/grama de tecido/hora de incubagdo. Analise: Teste t de Student. Ndo houve

diferenca estatistica entre Controle (CTR) e DHEA 10™M (p = 0,131).
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47 ACAO DA DHEA SOBRE A OXIDACAO DE "“C-GLICOSE NO
MUSCULO ESQUELETICO

Testou-se a acdo da DHEA 10®*M (dose que teve efeito sobre a captacdo de 2-'*C-
DG) sobre a oxidacdo de '*C-glicose no musculo esquelético (Figura 16) e observou-se que o

hormonio in Vitro ndo exerceu efeito sobre este parametro.
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Figura 16: Efeito da DHEA 10®M sobre a formacio de '“CO, a partir do substrato radioativo "*C-
glicose no musculo esquelético

Os resultados foram expressos em média £ DP. O nimero de animais utilizados esta expresso entre colchetes.
Resultado expresso em pMolar/grama de tecido/hora de incubacéo.

Analise: Teste t de Student. Nao ha diferenca estatistica (p = 0,627) entre a dose de DHEA testada quando

comparada ao controle (contendo 10°M de B-ciclodextrina).
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5. DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi verificar a capacidade de captacdo de 2-Deoxi-'*C-1-
glicose in vitro em diferentes estruturas do SN (cortex cerebral, cerebelo, hipocampo,
hipotdlamo e bulbo olfatério) e a influéncia do lactato sobre este parametro. Também foi
determinado se, a presenca de lactato no meio de incubagao, altera a oxidagao da 14C-glicose
quando comparada a um meio no qual havia apenas '*C-lactato em duas das estruturas
testadas (cortex e hipotalamo).

Também determinou-se o efeito da DHEA in vitro sobre a capta¢io de 2-Deoxi-'"C-
I-glicose pelas mesmas estruturas do SN, também na presenca e auséncia de lactato, e foi
avaliado a acdo deste neuroesterdide sobre a oxidagdo de *C-lactato.

Existem diferengas na captacdo de glicose in vivo em diferentes regides do SN e isto
varia de acordo com o fluxo sanguineo basal de cada estrutura, suas necessidades intrinsecas
e expressdo de enzimas que fazem parte do metabolismo energético. Também existem
diferengas na expressdo enzimatica de neurdnios e da glia, indicando capacidades diferentes
de metabolizagdo de nutrientes (CLARKE & SOKOLOFF, 1999; BOROWSKY & COLLIN,
1989; LAUGHTON et al., 2000). Porém, neste trabalho, todos os experimentos foram
realizados in vitro e sob condig¢des basais, ou seja, na auséncia de estimulagdo elétrica.
Também ndo € possivel estabelecer a contribuicao de cada tipo celular (microglia, astrocitos,
neurdnios) nestes resultados.

Apesar de ser inicialmente fosforilada (MAGISTRETTI, 1999) e, até mesmo, entrar
na rota de sintese de glicogénio (COOPERSMITH & LEON, 1995), a 2-'"*C-DG néo pode ser
oxidada e gerar ATP. Portanto, pode haver déficit na produgdo de ATP, visto que, os niveis
de glicogénio no SN, que tém capacidade de manter a atividade sinaptica, sdo baixos

(BROWN et al., 2004).
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Fatias de hipocampo in vitro t€m deple¢do de 50% nos niveis de ATP e creatina
fosfato apos 60 minutos de incubagdo em meio sem glicose (WADA et al., 1998), além de
esta, ser considerada uma condigdo pro-apoptética (LIN et al., 2004). Logo, a suplementagdo
com substrato energético poderia reverter esta condicao e até mesmo influenciar a captacao
de glicose (YANG et al., 2000; MURATA et al., 1998). O substrato energético escolhido
para suplementar os meios de incubagao foi o lactato, pois estudos in vitro demonstram a
grande capacidade que o SN tem de oxidar o lactato (BUENO et al., 1994).

Na auséncia de lactato (Figura 4), os valores de captacao de glicose radioativa foram
baixos ¢ ndo houve diferencas significativas entre as estruturas, com excecdo do cortex
cerebral, que possui os maiores valores de captacao de glicose, e bulbo olfatério, que teve os
menores. Porém, na presenca de lactato (Figura 5), percebe-se diferencas significativas entre
as estruturas: o hipotdlamo possui os maiores valores, seguido de hipocampo e bulbo
olfatorio e, os menores, cortex cerebral e cerebelo.

Quando compara-se o efeito da adi¢do de lactato 10mM no meio (Tabela 3), observa-
se que este substrato atua de maneira diferente nas diferentes estruturas. No bulbo olfatério e
hipotalamo foi capaz de estimular a captacdo; no cortex e cerebelo inibiu; e no hipocampo
nao exerceu efeito.

No hipotdlamo ha glicoceptores, ou seja, neurdnios sensiveis as alteragcdes nas
concentragdes de glicose no intersticio hipotalamico (SONG & ROUTH, 2005; MARTY et
al., 2007). Porém, especula-se que estas células sejam sensiveis ndo apenas a glicose, mas
também ao lactato (PIERRE & PELLERIN, 2005), fazendo desta regido um sensor do status
energético e ndo apenas glicémico.

O lactato ¢ capaz de aumentar a responsividade dos glicoceptores na presenca de
glicose in vitro, aumentando a freqiiéncia de disparo mesmo na presenga de concentragdes de

glicose proximas do limiar de sensibilidade do receptor (SONG & ROUTH, 2005). O lactato
63



também mimetiza os efeitos da glicose sobre a liberacao sistémica dos hormdnios contra-
reguladores a acao da insulina (BORG et al., 1997; BORG et al., 2003) e sobre a inibi¢ao da
gliconeogénese e glicogenolise hepaticas (LAM et al., 2005).

No presente trabalho, a adicdo de lactato ao meio de incubacao dobrou a captagao de
2-"%C-DG no hipotalamo (Tabela 3). Isto pode ocorrer pela sensibilizacio dos glicoceptores
pela presenca de lactato, levando a um aumento na captacao de glicose radioativa.

Estes dois substratos sdo fontes para geracao de ATP pelas células do hipotalamo,
logo os altos valores de captacdo podem dever-se a alta demanda energética desta regido
verificada in vitro (Figura 5). Sob condigdes de déficit energético (Figura 4), esse perfil ndo
pode se manter, e a captacdo diminui. Assim, sao necessarios mais estudos para compreender
a interacdo entre os dois substratos e a relacao destes achados com os demais ntcleos e tipos
de células hipotalamicas, pois a metodologia utilizada ndo fornece outras informagdes a
respeito do metabolismo energético do hipotalamo.

No bulbo olfatério o aumento na captagio de 2-'*C-DG foi de 170%, quando
comparado ao tecido incubado sem lactato (Tabela 3). A glicose poderia ser captada por
células da glia e metabolizada a lactato, como ocorre no cortex. O perfil encontrado indica
que o lactato e a glicose podem ser usados como fonte de ATP, porém, sob condigdes de ndo
estimulacdo o substrato preferencial deste tecido parece ser a glicose (PELLERIN &
MAGISTRETTI, 2003). Esta estrutura possui grande reserva de glicogénio, logo a captagao
aumentada de glicose pode ser utilizada para a preservagdo do glicogénio para suprir as
necessidades nutricionais do tecido, pois, segundo experimentos realizados por Coopersmith
& Leon (1995), quando o bulbo foi incubado com glicose, o pico de formagdo de glicogénio
foi alcangado exatamente aos 90 minutos.

Ja o hipocampo ndo se mostrou sensivel a presenca de lactato (Tabela 3). Estudos

indicam que o lactato pode manter as fungdes do tecido nervoso sob condi¢des adversas (na
64



auséncia de glicose, sob estimulagdo de altas concentragdes de glutamato) (IZUMI et al.,
1997, SCHURR et al., 1999). Porém, mesmo na auséncia de glicose, o lactato ndo mantém a
atividade elétrica de neurdnios hipocampais tanto in vivo como in vitro (WADA et al., 1998;
GILBERT et al., 2006), nem aumenta os niveis de ATP e creatina fosfato (YAMANE et al.,
1996). Além disso, a concentragdo alta de lactato (10 mM) ndo altera a captacdo de 2-DG
radioativa do hipocampo (GILBERT et al., 2006). Logo, a glicose parece ser o substrato
fisiologico preferencial para o hipocampo, pois, este tecido o oxida in vitro,
preferencialmente quando comparado ao lactato (GILBERT et al., 2006). Porém, nao se pode
excluir que, na deficiéncia energética (Figuras 4 e 5), o lactato possa ser oxidado para manter
o metabolismo energético e as fungdes hipocampais.

Cortex cerebral e cerebelo, quando perfundidos por solugdo rica em lactato (20 mM),
diminuiram sua captagdo de glicose (MURATA et al., 1998). No presente trabalho, a
inibi¢do da captacdo foi de 208% e 173%, respectivamente. Estudos in vitro ja demonstraram
a grande capacidade de utilizagdo de lactato por fatias de cerebelo (BUENO et al., 1994) e
cortex cerebral (WADA et al., 1998).

Prichard e colaboradores (1991) realizaram um estudo com imagem funcional do
cortex cerebral visual de humanos, no qual demonstraram que, durante a estimulagdo
sensorial, o desacoplamento entre aumento do fluxo sangiiineo e utilizagdo de glicose ¢ o
consumo de O, leva a produgdo transitoria de lactato, e este seria utilizado como substrato
energético preferencial pelos neurdnios nesta estrutura.

Com relagdo a comparagio da oxidagdo de '*C-glicose com 10 mM de lactato versus
meio contendo somente '*C-lactato, observou-se que os valores de '*CO, produzido pelo
primeiro meio foi aproximadamente 6,6 vezes menor quando comparado ao meio contendo

apenas lactato no cortex cerebral (Figura 13) e hipotalamo (Figura 12).
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Bueno e colaboradores (1994) demonstraram que fatias de cerebelo foram capazes de,
em média, oxidar 3,25 vezes mais lactato (10 mM) quando comparado a glicose (5 mM). A
mesma preferéncia pela oxidagdo de lactato em relagdo a glicose foi demonstrado para cortex
cerebral (MAGISTRETTI, 1999).

No entanto, o hipotdlamo, na presenca de 10 mM de lactato, possui maior captagcdo
(Figura 5), porém, menor oxidagdo de glicose (Figura 12). A presenca de lactato, substrato
preferencial para oxidag¢do in vitro, provavelmente desvie a glicose para outras rotas
biossintéticas, como a formagao de glicogénio e até mesmo para sinalizacdo da ingestao
alimentar e concentragdo de glicose intersticial.

Também nao se pode excluir a hipotese de que concentragdes supra- fisiologicas de
lactato possam influenciar os resultados, € que o uso de concentragdes mais baixas deste
substrato podem demonstrar um perfil metabolico diferente do encontrado no presente
trabalho.

Além disso, testou-se o efeito de duas doses de DHEA in vitro, 10% e 10'12M, sobre a
captagdo de 2-'*C-DG na diferentes estruturas do SN (cerebelo, hipocampo, hipotalamo,
cortex cerebral e bulbo olfatério) na auséncia (condi¢do pro-apoptotica) e presenga de
substrato oxidativo, neste caso, o lactato.

Nenhuma das duas doses alterou a captacdo de glicose no cerebelo (Figura 6), no
hipocampo (Figura 7) e no hipotalamo (Figura 8), independentemente da presenga de lactato.
No cértex cerebral (Figura 9), a DHEA 10™M causou um aumento na captagdo de glicose na
presenga de lactato e no bulbo olfatério (Figura 10) a mesma dose do hormoénio elevou a
captagdo, porém, na auséncia deste substrato. As acdes do hormodnio foram especificos de
cada tecido e da dose, e também foram influenciadas pela presenca de lactato, no cortex e

bulbo olfatorio.
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A dose de 10®M de DHEA j4 havia se mostrado efetiva no aumento da captacdo de
glicose estimulada por insulina, em cultura de adipdcitos in vitro (ISHIZUKA et al., 1999).
Doses menores de DHEA (10 ¢ 10”"M) in vitro nio mostraram efeito inibitorio sobre a
respiragdo mitocondrial (SAFIULINA et al., 2006). No entanto, em outras linhagens
celulares (adipocitos e miocitos) (PERRINI et al., 2004; NAKASHIMA et al., 1995)
encontrou-se uma elevacdo da captacdo apenas em doses maiores (entre 10° ¢ 107M),
mesmo sob estimulagdo insulinica. Portanto, ndo apenas a dose, mas também o tipo celular e
o modelo experimental influenciam nos resultados encontrados.

A atuacdo deste neuroesterdide sobre a viabilidade celular ¢ o metabolismo
intermedidrio ¢ controversa, visto que observa-se tanto efeitos anti-proliferativos e
apoptoticos como protetores (YANG et al., 2000; LIN et al., 2004; MORIN et al., 2002).
Altas concentragdes de DHEA in vitro exercem efeitos anti-proliferativos de maneira
dependente da dose: quanto maior a dose maior a mortalidade celular (células de microglia e
hipotalamo). Este ¢ potencializado pela diminui¢do ou auséncia de glicose no meio (YANG
et al., 2000; LIN et al., 2004); a presenca de glicose suprime os efeitos anti-proliferativos
(YANG et al., 2000). Também se observa que em meio sem glicose a DHEA depleta os
niveis de ATP, possivelmente por inibir a respiragdo mitocondrial in vitro (YANG et al.,
2002; SAFIULINA et al., 2006). A inibicdo da fung¢@o mitocondrial leva a ativagdo da
glicolise, para suprir a falta de ATP, aumentando a captagdo de glicose (SAFIULINA et al.,
20006).

Quando este neuroesterdide é usado em concentragdes menores (entre 10° e 10°M)
em experimentos de estresse celular, tem efeito inibitério sobre a respiracdo mitocondrial
(limitando o consumo de oxigénio), causa decréscimo moderado da sintese de ATP e,
conseqiientemente, evita a formagao do radical superoxido (O;”). Também inibe os primeiros

passos da apoptose celular, mediada pela mitocondria, revelando assim um efeito anti-
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apoptotico (MORIN et al., 2002). A diminuigdo da sintese de ATP, poderia estimular a
captacao de glicose.

Porém, Gil e colaboradores (2001) demonstraram que a DHEA adicionada em meio
de cultura de neurdnios causa diminuicdo da viabilidade celular, independente da dose
utilizada. Em cultura de células mistas (neurénios e células da glia) os efeitos anti-
proliferativos do neuroesterdéide sdo suprimidos, pois a glia ¢ rica em compostos
antioxidantes (glutationa, vitamina E e C), além de secretarem fatores de crescimento que
sustentam as células neurais. Um desses fatores ¢ o IGF-1, que atua na reparagao celular
causada por injuria em células de hipocampo. O aumento de sua expressao esta associada a
elevacdo da captacdo de 2-'*C-DG (BONDY et al., 2006).

A DHEA utilizada in vivo apresenta uma atuac¢do especifica para o tecido e dose
utilizada. Animais injetados com DHEA tiveram aumento da producdo de IGF-1 quando a
dose foi 50mg/kg e apenas no hipotdlamo; ndo em outras regides do encéfalo (RIBEIRO &
GARCIA-SEGURA, 2002). No SN a maior parte das enzimas esteroidogénicas parecem se
localizar no cortex, hipocampo, bulbo olfatdrio, hipotalamo e cerebelo (MELLON, GRIFFIN
& CAMPAGNONE, 2001), logo, ndo se pode excluir a possibilidade de que a DHEA tenha
sido metabolizada a outros esterdides neuroativos e estes tenham exercido o efeito sobre a
captagdo de glicose. As diferengas regionais de metabolizagdo deste esterdide podem ter
influenciado os resultados obtidos. No entanto, a velocidade de conversdo de DHEA in vitro
por linhagens celulares obtidas de roedores ¢ lenta e limitada. Em cultura de células de
hipocampo e cerebelo a maior fracdo deste neuroesterdide ¢ hidroxilado, mas ndo
metabolizado a estradiol ou testosterona (JELLINK et al., 2005).

In vivo, os resultados parecem ser um pouco diferentes. Em animais injetados com a
forma sulfatada da DHEA houve estimulo para a liberagdo de glutamato (DONG et al., 2007)

¢ acetilcolina (RHODES et al., 1996) no hipocampo. A DHEA também estimula a formagao
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de espinhos dendriticos em células CAl. Porém, este efeito parece ser mediado pela
metabolizacdo da DHEA a estradiol, em fémeas, e testosterona/ diidrotestosterona, em
machos (MacLUSKY et al., 2004).

Em humanos, um experimento utilizando amostras de regides do encéfalo de homens
idosos demonstrou que a DHEA ¢é metabolizada in vitro principalmente a androstenediol no
hipocampo, amigdala, estriado e cerebelo. O cortex frontal sintetiza tanto androstenediol
como 7a-hidroxi-DHEA, mostrando que ha diferencas entre as estruturas na metabolizacao
dos neuroesteroides (WEILL-ENGERER et al., 2003).

A metabolizagdo deste neuroesterdide a outros esterdides neuroativos pode nao
ocorrer de maneira efetiva em algumas estruturas ou entdo a esteroides que nao atuam sobre
a captacao de glicose, por isso ndo se observa efeito da DHEA sobre a captagdo de glicose no
hipocampo (Figura 7), no hipotalamo (Figura 8) e no cerebelo (Figura 6).

A DHEA ¢ capaz de estimular in vitro a liberagdo sinaptica de glutamato por
sinaptossomas no cortex cerebral (LHULLIER et al., 2004), ¢ possivelmente, pode
influenciar a captacdo de glicose e o metabolismo energético. No cortex, o glutamato é
responsavel pela utilizacdo de 80 a 90% da glicose captada e cerca de 50% do volume
cortical ¢ composto por neurdnios e o restante por células da glia (MAGISTRETTI et al.,
1999; PELLERIN & MAGISTRETTI, 2003). O substrato oxidativo preferencial do cortex ¢é
o lactato (MAGISTRETTI & PELLERIN, 1999), logo sob condigdes basais este mantém a
integridade do tecido. Com a exposicdo a DHEA e a possivel liberagdo de glutamato, o
cortex (Figura 9) pode captar mais glicose, mesmo na presenga de lactato, pois este
neurotransmissor causa elevacdo da captagdo de glicose e da taxa glicolitica nos astrocitos
que circundam a sinapse. Além disso, a 2-'*C-DG ndo é metabolizavel, e isto pode

potencializar a captacdo de glicose.
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Ja as vias neurais do bulbo olfatério envolvem uma grande quantidade de
neurotransmissores (AFFANNI & CERVINO, 2004). Durante a restricdo da irrigagao
sanguinea in Vvivo, hd remodelagdo neuroanatdmica e neuroquimica das vias neurais,
aumentando a inerva¢ao noradrenérgicas (nas primeiras 24 horas apds a privagdo) e
colinérgica e causando down-regulation das vias dopaminérgicas (maxima deplegdo ocorre
ap6s sete semanas da oclusdo) (BRINON et al., 2001). Estes neurotransmissores causam
glicogenolise para manter o suprimento energético (MAGISTRETTI, 1999).

O bulbo olfatério possui grandes quantidades de glicogénio (COOPERSMITH &
LEON, 1995). A presenca de lactato pode suprir as necessidades energéticas, mas na
auséncia deste pode haver necessidade de captagao de glicose (Figura 10) para repor os
estoques de glicogénio, causada por um aumento na liberagdo de neurotransmissores, como o
glutamato como ja demonstrado no cortex cerebral (LHULLIER et al., 2004).

O bulbo olfatério também possui grande expressao da enzima glicose-6-fosfato
desidrogenase, enzima-chave do ciclo das pentoses. Sua expressao nesta regido ¢ maior do
que em outras regides do encéfalo (NINFALI et al., 1997), possivelmente por sua
participagdo na metabolizagdo de neurotransmissores e plasticidade sinaptica (NINFALI et
al., 1999). O aumento na captacdo de glicose observado pode ocorrer por uma maior
necessidade de metabolizagdo de neurotransmissores, na detoxificagdo de radicais livres
gerados pela exposicdo a DHEA, pela detoxificagdo da propria DHEA, ou, até mesmo, pela
inibi¢do que este neuroesterodide exerce sobre a glicose-6-fosfato desidrogenase, e este efeito
¢ potencializado pela auséncia de substrato metabolizavel para geracao de ATP.

A captagdo aumentada de glicose no bulbo e no cortex cerebral também pode dever-
se a uma reducdo na respiracdo mitocondrial e, conseqiiente diminui¢dao dos niveis de ATP,
podendo levar a mortalidade celular. Com isso, aumenta a velocidade da glicolise e captacao

de glicose, visando aumentar os niveis de ATP celulares.
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O motivo da ndo atuacao deste neuroesterdide no hipocampo, hipotalamo e cerebelo ¢
incerta. Pode haver uma sensibilidade diferente de cada estrutura a atuagdo da DHEA, como
ja observado por Ribeiro e Garcia-Segura (2002).

A interacdo entre regides do SN também ndo foi possivel avaliar no modelo
experimental adotado e, possivelmente, isto tenha interferido nos resultados obtidos. A razao
da especificidade e mecanismos da a¢do do hormonio in vitro sobre o cortex e bulbo olfatdrio
também precisa ser elucidada, bem como as agdes da DHEA sobre as vias metabolicas.

No entanto, a oxidacdo de '*C-lactato, substrato preferencial de oxidagdao do
hipotalamo (Figura 14) e cortex (Figura 15) in vitro, ndo foi modificada pela DHEA quando
comparado aos respectivos controles. O principal sitio de oxidagdo deste substrato sdo os
neurdnios e o principal local de captacdo de glicose sdo os astrocitos (MAGISTRETTI &
PELLERIN, 1999). Entao, os resultados obtidos no cortex corroboram a hipotese de
estimulagdo da liberacdo de glutamato pelos terminais sinapticos e recaptagao deste pelos
astrocitos, pois aumenta a captacdo de glicose, mas ndao a oxidacdo de lactato. No
hipotalamo, a DHEA continua ndo mostrando efeito sobre o perfil metabélico do tecido. No
entanto, a atuacio da DHEA sobre a oxidacdo de '*C-glicose ainda precisa ser elucidado no
cortex e hipotalamo, estudando a oxidagdo da '*C-glicose em meio com glicose ¢ testando a
oxidagdo de "*C-glicose e '*C-lactato em concentra¢des fisiologicas.

Também se testou o efeito de duas doses de DHEA, 10 ¢ 107*M, sobre a captagdo
de glicose in vitro e a agdo da DHEA 10™*M sobre a oxidagdo de '*C-glicose no musculo
esquelético.

Este esterdide parece agir sobre o musculo aumentando a sensibilidade a insulina.
Tratamento agudo de DHEA em ratos velhos produz aumento da taxa de fosforilagdo de
proteinas da cascata de sinalizacdo da insulina (IRS, PI3K, PKB) e atua na melhora da

sensibilidade a insulina corporal (CAMPBELL et al., 2004).
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DHEA também ¢ capaz de elevar a captagdo de glicose radioativa em cultura de
mioblastos, porém em altas concentracdes (10 e 10”*M). Este esteréide 4 capaz de aumentar
a capacidade de transporte de glicose através dos GLUTs (NAKASHIMA et al., 1995). Em
concentragdes menores, este hormonio nao teve efeito, mesmo sob estimulagdo insulinica.
Outros hormonios esterdides (testosterona e androstenediona) tiveram efeito, porém, em
menor magnitude. Estradiol e progesterona nao exerceram efeito, bem como DHEAS
(NAKASHIMA et al., 1995).

Como ocorre no SN, a DHEA pode ser convertida em outros esterdides. A
testosterona pode estimular a sintese de glicogénio e inibir sua degradacdo por células
musculares esqueléticas. A administracdo a longo prazo (8 a 12 semanas) deste esterdide,
reduz a captacdo de glicose em aproximadamente 50%. Também ¢ capaz de aumentar a
expressdo de transportadores de lactato (ENOKI et al., 2006). O estradiol ao se ligar aos
receptores [, diminuem a expressdo de GLUT4 e ao se ligar aos o, promove o efeito
contrario (BARROS et al., 2006).

O presente trabalho demonstra que, in vitro, este esterdide é capaz de inibir a
captagdo de 2-'*C-DG (Figura 11), porém nio modifica a oxidagdo de glicose (Figura 16).

Isto esta de acordo com a possibilidade de conversdo deste esterdide a outros que
podem causar diminui¢do da sensibilidade do midcito a presenga de glicose, como a
testosterona (ENOKI et al., 2006). Além disso, a DHEA pode diminuir a sintese de
glicogénio, pois as vias de sinalizagdo que a DHEA altera (CAMPBELL et al., 2004) sdo
relacionadas as vias tirosina-cinase, reguladas pela insulina e por hormdnios insulin-like.
Portanto, modificando a taxa de fosforilagdo destas proteinas intracelulares, modifica-se o
perfil metabodlico da célula. Ja foi observada a diminuicdo das reserva de glicogénio causada

pela suplementacdo deste esteroide (BERNADIER et al.,, 1993). Logo, diminuindo a
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necessidade metabdlica de glicose para sintese de glicogénio, pode-se interferir na captagao.
No entanto, o0 mecanismo dessa inibi¢ao nao ¢ conhecido e necessita de mais estudos.

A DHEA pode estimular ciclos futeis, aumentando a oxidagdo em tecidos, como o
figado (BERNADIER et al., 1993). Porém, a DHEA nao atuou sobre este parametro in vitro
no musculo esquelético (Figura 16).

A captagao de glicose pelo musculo esquelético € menor do que todas as estruturas do
SNC testadas. Sabe-se que as demandas energéticas encefalicas sdo altas, com grande
consumo de O; e glicose (MAGISTRETTI, 1999). Além disso, o tecido muscular esquelético
em repouso consome basicamente acidos graxos e corpos cetonicos (NELSON & COX,
2005). Logo, os valores de captacdo musculares sao baixos quando comparados ao SNC, pois
este ultimo ¢ considerado um tecido quase que exclusivamente dependente de glicose para
sua sobrevivéncia.

Com isso, observam-se efeitos tecido-especificos da DHEA in vitro: atuou sobre
algumas estruturas encefalicas (cortex e bulbo olfatério), mas ndo sobre outras (cerebelo,
hipocampo e hipotalamo). Além disso, os efeitos periféricos foram exatamente opostos aos
centrais; no musculo diminuiu a capta¢ao e no SN aumentou. A DHEA também ndo exerceu
efeito sobre a capacidade de oxidagao dos substratos nos diferentes tecidos testados.

Assim, mais estudos sdo necessarios para verificar qual a importancia desses achados
in vitro, os mecanismos de agdo da DHEA ¢ sua importancia fisiologica. Além disso,
esclarecimentos sobre os efeitos anti-apoptotico ou apoptotico, pro-oxidante ou antioxidante;
as doses que demonstram esses efeitos ¢ os reais beneficios ou maleficios da administragao in

vivo da DHEA.
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6. PERSPECTIVAS

Para elucidar algumas das questdes levantadas pelo presente estudo, pretende-se
avaliar o efeito da DHEA sobre a expressao e fosforilagao de algumas proteinas da cascata de
sinaliza¢do da insulina, tanto no SNC como no musculo esquelético (IRS, PI3K, PKB,
GSK3), pois a modificagao destas proteinas pode influenciar a captagao de glicose.

Também pode-se avaliar a captacdo de 2-'*C-DG na presenca de glicose, além de
utilizar concentragdes fisiologicas de lactato em vez de supra-fisioldgicas, além de observar a
taxa de mortalidade celular para comprovar os efeitos anti- ou proliferativos da DHEA.

Avaliar o perfil oxidativo do SN e musculo esquelético realizando medidas de TBA-
RS, catalase, superoxido dismutase, glutationa peroxidase e carbonilas e o efeito da DHEA

sobre esses parametros.
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