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RESUMO

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio no sistema nervoso central de
mamiferos. Ele atua sobre os receptores ionotrépicos (iGluRs) e os metabotrdpicos
(mGIuRs). O mGIuR do tipo 5 (MGIuRS), por meio da ativagao da proteina Gag/11-By,
promove a liberagdo de Ca?* dos estoques intracelulares levando a ativagdo da
quinase regulada por sinal extracelular (ERK1/2), que €& importante para a
sobrevivéncia neuronal. A NEGR1 é uma molécula de adesao celular fundamental
para arborizagdo e maturagado neuronal e é capaz de ativar ERK1/2. Nosso grupo de
pesquisa demonstrou a interacdo fisica entre mGIuR5 e NEGR1. Este trabalho tem
como objetivo avaliar os efeitos da interacdo entre mGIuR5 e NEGR1 sobre a
sinalizagdo de Ca?* e a sobrevivéncia neuronal dependentes de receptores glutamato.
Para isso, culturas primarias de neurénios de camundongos C57/BI6 foram
transduzidos com lentivirus contendo shControle ou shNEGR1, que promove o
knockdown de NEGR1. A variagdo da [Ca?']i foi avaliada mediante estimulo com
agonista seletivo para mGIuR5, (DHPG, 10 uM) ou glutamato (50 uM). O DHPG
promoveu aumento da [Ca?*];, porém n&o houve diferenga entre neurdnios shControle
e ShNEGR1. Mediante estimulo de glutamato, a resposta de Ca?* foi
significativamente menor em neurdnios shNEGR1 comparado ao shControle. O
receptor de N-Metil-D-Aspartato (NMDAR) é um iGIuR permeavel a Ca?*. Por esse
motivo, foram utilizados o modulador alostérico negativo de mGIuR5, CTEP e o
antagonista de NMDAR, MK-801. O CTEP e o MK-801, individualmente ou
combinados, anulam a diferenca da [Ca?*]i observada entre neurdnios shANEGR1 e
shControle. Estes resultados sugerem que a NEGR1 participa na sinalizagdo de Ca?*
dependente de mGIluR5 e NMDAR quando ambos estdao simultaneamente ativos,
porém nao interfere na ativacao seletiva de mGIuRS5. A fim de avaliar a sobrevivéncia
neuronal, os neurdnios foram submetidos a um insulto de glutamato (50 uM) por 24
horas, mimetizando uma condi¢cdo de excitotoxicidade. Houve um aumento de morte
celular de neurénios em shNEGR1 comparado ao shControle. Experimentos
complementares foram realizados em cultura neuronal primaria mGIuR57. Em
neurénios shNEGR1 o aumento de morte neuronal foi significativamente maior
comparado ao shControle, o que demonstra que tal diferenca independe de mGIuR5.

Os dados apresentados sugerem que a NEGR1 é capaz de modular receptores de



glutamato, a sinalizagdo de Ca?* e a morte neuronal. O efeito observado tem
participacdo de mGIuR5 e NMDAR. Portanto, a NEGR1 se apresenta como potencial
alvo de investigagéo para o entendimento da homeostase e disfungdes relacionadas
ao Ca?*. Mais estudos sao cruciais a fim de elucidar as consequéncias intracelulares

da interacao de NEGR1 sobre receptores de glutamato.

Palavras-chave: mGIluR5; NEGR1; glutamato; calcio; sobrevivéncia neuronal.



ABSTRACT

Glutamate is the primary excitatory neurotransmitter in the central nervous system of
mammals. It acts on ionotropic (iGluRs) and metabotropic (mGluRs) receptors. Type
5 metabotropic glutamate receptor (mGIuRS5), through the activation of the Gaq/11-By
protein, promotes the release of Ca?* from intracellular stores, leading to the activation
of extracellular signal-regulated kinase (ERK1/2), which is essential for neuronal
survival. NEGR1 is a cell adhesion molecule crucial for neuronal arborization and
maturation and is capable of activating ERK1/2. Our research group has demonstrated
the physical interaction between mGIluR5 and NEGR1. This study aims to evaluate the
effects of the interaction between mGIuR5 and NEGR1 on Ca?* signaling and neuronal
survival dependent on glutamate receptors. For this purpose, primary cultures of
C57/BI6 mouse neurons were transduced with lentivirus containing either shControl or
shNEGR1, which promotes NEGR1 knockdown. The variation in [Ca?*]i was assessed
upon stimulation with a selective mGIuRS5 agonist, (DHPG, 10 uM) or glutamate (50
uM). DHPG promoted an increase in [Ca?*]i, but no difference was observed between
shControl and shNEGR1 neurons. Upon glutamate stimulation, the Ca?* response was
significantly lower in shNEGR1 neurons compared to shControl. The N-Methyl-D-
Aspartate receptor (NMDAR) is an iGIuR permeable to Ca?*. For this reason, the
negative allosteric modulator of mGIuR5, CTEP, and the NMDAR antagonist, MK-801,
were used. CTEP and MK-801, individually or in combination, abolished the difference
in [Ca?*]i observed between shNEGR1 and shControl neurons. These results suggest
that NEGR1 participates in Ca?* signaling dependent on mGIuR5 and NMDAR when
both are simultaneously active but does not interfere with the selective activation of
mMGIuRS. To evaluate neuronal survival, neurons were subjected to a glutamate insult
(50 uM) for 24 hours, mimicking an excitotoxicity condition. An increase in cell death
was observed in shNEGR1 neurons compared to shControl. Complementary
experiments were performed in mGIuR5” primary neuronal cultures. In sShNEGR1
neurons, the increase in neuronal death was significantly higher compared to
shControl, demonstrating that this difference is independent of mGIuR5. The data
presented suggest that NEGR1 can modulate glutamate receptors, Ca?* signaling, and
neuronal death. The observed effect involves mGIuR5 and NMDAR. Therefore,

NEGR1 emerges as a potential target for investigating Ca®* homeostasis and related



dysfunctions. Further studies are crucial to elucidate the intracellular consequences of

NEGR1 interaction with glutamate receptors.

Keywords: mGIuR5; NEGR1; glutamate; calcium; neuronal survival.
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1 INTRODUGAO

1.1 Sinalizagao de calcio dependente de receptores de glutamato

O ion Ca?* é essencial para a atividade celular, pois € um reconhecido segundo
mensageiro. Em neurdnios ele atua em processos como sinalizagao elétrica, liberagéo
de neurotransmissores e regulacdo de enzimas (Augustine et al., 2003; Kawamoto et
al., 2012; Simons, 1988; Toth et al., 2016). Os niveis citosdlicos de Ca?* no repouso
sao mantidos em torno de 0,1 a 0,5 yM, enquanto que no meio extracelular sua
concentracao € de aproximadamente 1 mM (Kawamoto et al., 2012). Esse nivel basal
€ mantido por proteinas que se ligam ao Ca?* ou pelo reticulo endoplasmatico e
mitocondria que sequestram Ca?* do citosol (Tymianski & Tator, 1996). O aumento de
[Ca?*]iem contexto fisioldgico é rapidamente revertido pela inativagdo dos receptores
e a ativagédo do trocador de Na*/Ca?* (Mody, 1995). Em neurénios, receptores de
membrana sdo especializados em transportar Ca?* para o interior da célula, como por
exemplo, os canais de Ca?* dependentes de voltagem e canais de Ca?* dependentes
de neurotransmissores, incluindo alguns receptores de glutamato (Traynelis et al.,
2010; Woll & Van Petegem, 2022a).

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatério do sistema nervoso
central (SNC) de mamiferos (Hollmann & Heinemann, 1994; Monaghan et al., 1989).
Ele é sintetizado a partir da glicose (via ciclo do acido citrico) em astrocitos e
transportado para os neurdnios ou pode ser o produto da hidrolise da glutamina pela
enzima glutaminase (Hertz et al., 1999; Schousboe et al., 1997). Uma vez sintetizado,
ele é armazenado em vesiculas na regido pré-sinaptica e liberado na fenda sinaptica
em resposta a um potencial de agéo. A concentragao do glutamato na fenda sinaptica
€ controlada por mecanismos de recaptacao de glutamato pela célula pré-sinaptica e
células da glia (Danbolt, 2001; Hertz et al., 1999; Schousboe et al., 1997).

O glutamato atua sobre receptores classificados em 2 familias (Figura 1): os
receptores ionotropicos (iGIuRs) e receptores metabotrépicos (mGIuRs) (Kim et al.,

2020). Os receptores ionotropicos de glutamato, mediante ativagao, sofrem alteracéo


https://www.zotero.org/google-docs/?9RqNP9
https://www.zotero.org/google-docs/?9RqNP9
https://www.zotero.org/google-docs/?2TrGYY
https://www.zotero.org/google-docs/?kwlP5M
https://www.zotero.org/google-docs/?H4dgV7
https://www.zotero.org/google-docs/?xT3MhS
https://www.zotero.org/google-docs/?xT3MhS
https://www.zotero.org/google-docs/?EDJZkK
https://www.zotero.org/google-docs/?PJn4wS
https://www.zotero.org/google-docs/?qKgZC2
https://www.zotero.org/google-docs/?EYneyH
https://www.zotero.org/google-docs/?EYneyH
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conformacional e abrem seu respectivo poro possibilitando a passagem de ions. O
receptor de N-metil-D-aspartato (NMDAR), os de alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-
isoxazolpropiénico (AMPAR) e os de cainato sdo alguns exemplos. O NMDAR possui
maior permeabilidade a Ca?*, mas também é permeavel a Na* e K* (Wollmuth &
Sakmann, 1998), enquanto que AMPAR possui maior permeabilidade a Na*, embora
também seja permeavel a K* e Ca?*, a depender das subunidades que o compdem o
receptor (Biedermann et al., 2021). Ja os receptores de cainato sdo permeaveis
principalmente a Na*, mas também a K* e Ca?* (Weiss & Sensi, 2000). AMPAR e
cainato estao relacionados ao disparo do potencial de a¢do, enquanto que NMDAR
atua como detector de sincronizagao neuronal, promovendo plasticidade sinaptica,

processo dependente da sinalizagdo de Ca?* (Traynelis et al., 2010).

iGLUR mGLUR
NMDA AMPA cainato
Mart Mat Ma+ sLU
Cat* (C°2+:I (chﬂ Extracelular
&li J, LU su | 8V gU| &V
Infrocehulor
Suburidades: Subunidades: Subunidades: Grupo I1:
MNR1 GLUR 1 KA-1 (6LUk1) mELUR 1, 5
NR2A-D GLUR 2 KA-2 [E6LUz) Grupo IT:
NRIA-B GLUR 3 6LURS (6LUKS) oo o
GLUR 4 GLURS (5LUks) ’
GLURT (&LUKT) Grupo 111
mGLUR 4,678

Figura 1 - Receptores ionotropicos e metabotrépicos de glutamato e as que as
subunidades que os compdéem. Os iGluR incluem NMDA, AMPA e cainato, permitindo a
entrada de Na* e Ca?*. Ja os mGIuR s&o acoplados a proteina G e divididos em trés grupos:
Grupo | (mGLUR 1, 5), Grupo Il (mGIuR 2, 3) e Grupo lll (mGIuR 4, 6, 7, 8), que atuam via
segundo mensageiros. Fonte: Carobrez, 2003.

A alta liberagao de glutamato na fenda sinaptica e a ativacédo prolongada de
NMDAR promovem aumento exagerado de Ca?* acima da capacidade de regulagéo
do neurbnio e geram estresse celular. Esse fendbmeno €& conhecido como
excitotoxicidade e desencadeia uma cascata de sinalizagdo prejudicial (Armada-
Moreira et al., 2020; J. Olney, 2003; J. W. Olney, 1969). Como consequéncia, ocorre
estresse oxidativo, disfungdo mitocondrial, altera¢gdes no metabolismo energético e na
pressdo osmotica da célula, podendo ocasionar morte neuronal (Choi, 1988; Neves et
al., 2023; Tymianski & Tator, 1996). O fendmeno de excitotoxicidade compde a

fisiopatologia de diversas desordens do SNC, como isquemia, epilepsias, e doengas
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neurodegenerativas como as Doengas de Alzheimer (DA) e de Huntington (DH) (Choi,
1988).

Além dos iGluRs, alguns mGIluRs também impactam a sinalizagdo de Ca?* no
neurénio. Os mMGIuRs s&o compostos de trés partes principais: Um dominio
extracelular (amino-terminal), onde se encontra o sitio de ligacdo ao glutamato e a
outros agonistas. Apds a porgdo amino terminal, ha um dominio rico em cisteinas (80
residuos e 9 cisteinas), fundamental para o modo de ativagdo do receptor e que
permite a formacdo de dimeros por pontes dissulfeto. Em seguida, 7 algas
transmembrana acoplam o receptor a membrana plasmatica e fazem a conexao entre
a porcéo intracelular e extracelular. A regido extracelular interage com o ligante
enddégeno (glutamato) ou agonistas exégenos (como por exemplo o (S)-3,5-
dihidroxifenilglicina (DHPG) agonista seletivo dos mGIuRs do grupo 1) causando
mudancgas conformacionais do receptor que promovem ou inibem vias de sinalizacao
intracelular. Por fim, uma porc¢ao intracelular (c-terminal), que é capaz de interagir
com a proteina Gaq e outras proteinas que promovem a transducao de sinais
intracelulares (Kim et al., 2020; Kniazeff et al., 2011; Koehl et al., 2019; Willard &
Koochekpour, 2013). Uma vez que o glutamato se liga a eles, a proteina Ga sofre
alteracao conformacional, o difosfato de guanosina (GDP) acoplado é substituido por
trifosfato de guanosina (GTP) e a subunidade Ga ¢ liberada do complexo proteico. A
proteina Ga atua como unidade efetora capaz de interagir com outras proteinas
celulares gerando uma cascata de sinalizagdo que provoca a modulagéo de diversas
vias intracelulares (Masu et al., 1991; Willard & Koochekpour, 2013). Além da
subunidade Ga, as subunidades By da proteina G também realizam fungbes que
variam com o tipo de mGIluR. As subunidades By de mGIluRs do grupo | podem inibir
a atividade do NMDAR, por exemplo (Bertaso et al., 2010). Em mGIuRs do grupo Il e
Ill, as subunidades By inibem a adenilato ciclase e regulam canais ibnicos e canais de

Ca?* dependentes de voltagem (Hamor et al., 2023; Niswender & Conn, 2010).

Existem 8 mGIuRs, os quais séo divididos em trés grandes grupos: | (mGIluR1
e mGIuRb5), Il (MGIuR2 e mGIuR3) e Ill (mGluR4, mGIuR6, mGIuR7 e mGIuRS8). A
classificagao dos receptores é feita com base em sua localizagao, fungado e homologia.
A expressao dos mGluRs do grupo | € mais proeminente nos terminais pés-sinapticos
(Lujan et al., 1996), enquanto que os grupos Il e lll sdo mais expressos na porgao pré-
sinaptica (Lujan et al., 1996; Ribeiro et al., 2017; Shigemoto et al., 1997). Estudos
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demonstram que os mGIuRs dos grupo Il e Ill regulam a liberagcdo de
neurotransmissores enquanto os mGIluRs do grupo | modulam a atividade do neurénio
pos-sinapticos. Os mGIuRs estdo envolvidos em processos como memoria,
plasticidade sinaptica e desenvolvimento neuronal. Por exemplo, os mGluRs do grupo
| favorecem a LTP ou LTD a depender do contexto, por outro lado, 0 mGuR3 modula
a memodria de trabalho (Ayala et al., 2009; Jin et al., 2018). A regulagdo desses
processos se da pela ativacdo de vias intracelulares que modulam a atividade de
outros receptores de membrana, culminando num ajuste fino da homeostase celular.
(De Souza et al., 2020; de Souza et al., 2022; Ribeiro et al., 2017)

1.2 Receptor metabotréopico de Glutamato do tipo 5

O mGIuR5 interage em sua porg¢ao intracelular com a proteina Gag/11-By. Uma
vez que o mGIuR5 foi ativado pelo glutamato (Figura 2), a proteina Gag/11-By
desacopla e ativa a proteina fosfolipase C (PLC), que por sua vez hidrolisa o
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) da membrana celular em 1,2-diacilglicerol (DAG)
e inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) (Sladeczek et al., 1985; Sugiyama et al., 1987; Willard
& Koochekpour, 2013). O IP3, uma vez formado, se liga aos receptores de IP3
localizados na membrana do reticulo endoplasmatico (RE), que possui alta
concentragédo de Ca?* em seu limen. O receptor de IP3 é um canal permeavel a Ca?*
e, apds a sua ativacdo, o poro aberto permite o fluxo de ions Ca?* do RE para o
citoplasma (Woll & Van Petegem, 2022b). O DAG e a sinalizagédo de Ca?* promovidos
pelo mGIuR5 ativam a proteina quinase C (PKC) (Ribeiro et al., 2017) que leva ao
recrutamento de outras proteinas importantes, tai como: fosfolipase A2 (PLA2),
fosfolipase D (PLD), proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPKSs) e a quinase
regulada por sinal extracelular (ERK1/2) (Gereau & Heinemann, 1998; Ribeiro et al.,
2017; Sengmany et al.,, 2017). A sinalizagdo de mGIuR5 modula elementos
importantes para a neuroprotecdo. A ERK1/2 é importante para a sobrevivéncia
neuronal, ela regula a expressao génica por meio da fosforilagdo de CREB (proteina
de ligagao ao elemento responsivo a monofosfato de adenosina (AMPc)). O CREB é
capaz de regular a expresséo do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), uma

neurotrofina importante para o desenvolvimento e sobrevivéncia neuronal, e a
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proteina regulada por atividade e associada ao citoesqueleto (ARC/ARG3.1), um gene
que promove protecao contra a neurodegeneracgao. Tanto BDNF quanto ARC/ARG3.1
sdo dependentes da ativacdo de mGIuR5 (Choe & Wang, 2001; Doria et al., 2018).
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Figura 2 - Principais vias de sinalizagao celular ativadas por mGIuR5. A: Vias
ativadas por mGIuR5. A: ligagdo do agonista ao receptor o ativa e promove o
desacoplamento das subunidades da proteina Gag/11-By, levando a ativagcao da PLC, que
hidrolisa PIP2 em DAG e IP3, promovendo liberagdo de Ca?* dos estoques intracelulares e
ativando a PKC. A PKC é capaz de ativar varias proteinas, entre elas a ERK1/2 e também
atua em um feedback negativo dessensibilizando o mGIuR5. A porgéo intracelular do mGIuR5
(C-terminal) interage com Homer e favorece a ativagdo de AKT via PI3K que aumenta a
ativacao de ERK1/2. AKT e ERK1/2, contribuem para a ativacao de fatores de transcricdo no
nucleo. A transcrigdo também é promovida pela ativagdo de CaMk induzida pelo aumento de
Ca?" intracelular. Fonte: elaboragao proépria (criado em biorender.com). B: Modulagdo mutua
entre mGIuR5 e NMDAR. A ativagdo de mGIuR5 promove sinalizagdo de Ca?* que ativa
quinases, estas, fosforilam e potencializam NMDAR. O influxo de Ca?" promovido pela
ativacdo de NMDAR promove ativagao de Can e PP2B, que inibem a dessensibilizagdo de
mGIuRb5, potencializando o receptor. Fonte: elaboragao propria (criado em biorender.com).

A PKC é uma proteina chave na sinalizagdo de mGIuR5, pois ela atua em
feedback negativo sobre mGIuRS, fosforilando e dessensibilizando o receptor (Gereau
& Heinemann, 1998; Ribeiro et al., 2017; Sengmany et al., 2017). E por meio da PKC
e de outras quinases dependentes de Ca%* como as Scr quinases e a proteina quinase
dependente de calcio Ca?*/calmodulina (CaMk) que o mGIuR5 potencializa (por
fosforilagdo) o NMDAR (Figura 2) (Ribeiro et al., 2017; Sladeczek et al., 1985;
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Sugiyama et al., 1987; H. Wang et al., 2009; Willard & Koochekpour, 2013). Por outro
lado, o influxo de Ca?* promovido pelo NMDAR ativa calcineurina (CaN) e fosfatase
2B (PP2B), que desfosforilam e inibem a dessensibilizagdo de mGIuRS (Alagarsamy
et al., 1999, 2005). Além da via de IP3, o mGluR5 também pode afetar a resposta de
Ca?* modulando positivamente o canal de Ca?* dependente de voltagem do tipo L
(Kato et al., 2012).

Além da via promovida pela ativagao da proteina Ga, outras vias sdo ativadas
por proteinas parceiras. O Homer, por exemplo, € uma proteina de ancoragem que
favorece a interacdo do mGIuR5 com receptores de IP3 e também compde uma
plataforma de proteinas: mGIuRS, Homer, Shank, a proteina pos-sinaptica 95 (PSD
95) e NMDAR (Thomas, 2002; Tu et al., 1998). Homer também é capaz de promover
a ativagdo de ERK1/2 de forma independente de Ca?*, por meio da B-arrestina 2 (Mao
et al., 2005; Stoppel et al., 2017). A via do Homer também ¢é capaz de prevenir a
neurodegeneracao pela ativagao da proteina quinase B (AKT). O glutamato promove
aumento da associag¢ao entre Homer e o propulsor fosfoinositideo 3-quinase (PIKE)
aumentando a atividade de fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), que converte
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) da membrana em fosfatidilinositol-trifosfato
(PIP3). O PIP3 atua sobre a proteina quinase-1/2 dependente de proteina 3-
fosfoinositida (PDK1/2), capaz de fosforilar AKT, promovendo ativagdo do alvo
mamifero da rampamicina (mTOR), culminando na sintese proteica (Figura 2) (Doria
et al., 2013; Rong et al., 2003).

O mGIuR5 também é importante no contexto patolégico, como por exemplo, na
Doenca de Alzheimer (DA). A DA é uma doenga neurodegenerativa progressiva que
caracterizada pela morte neuronal e acumulo de placas amiloide-beta (AB) e
emaranhados neurofibrilares intracelulares (compostos por agregados da proteina tau
hiperfosforilada). Na DA, oligbmeros de beta-amiloide interagem com mGIuRS5,
ativando a Fyn, uma proteina quinase que fosforila NMDAR e Tau, contribuindo para
estresse celular e dano neuronal. A modulagao de mGIuR5 por meio de moduladores
alostéricos pode mitigar esses processos. O CDPPB, modulador alostérico positivo de
mGIuRS, foi capaz de evitar neurodegeneracéo e recuperar os déficits de memoria
caracteristicos da DA em modelo murino (Grant et al., 1992; Prybylowski et al., 2005;
Um et al., 2013; Carvalho et al., 2019).
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1.3 Regulador de Crescimento Neuronal 1

Moléculas de adesao celular (MAC) sdo fundamentais para o crescimento,
sobrevivéncia e migragdo neuronal, além da manutencdo de sinapses (S.-H. Lee et
al., 2013; Samanta & Almo, 2015; Takeichi, 1995). As IgLON sdo MAC pertencentes
a superfamilia das imunoglobulinas, sendo elas: a Proteina de Ligacdo a
Opioides/Semelhante a Molécula de Adesao Celular (OPCML ou OBCAM), Proteina
de Membrana Associada ao Sistema Limbico (LSAMP), Neurotrimina (NTM),
Reguladora de Crescimento Neuronal 1 (NEGR1) e IgLONS (Salluzzo et al., 2023).
Essas proteinas sdo fundamentais no desenvolvimento do SNC. Caracterizada por
Funatsu e colaboradores (1999), a NEGR1 (outrora conhecida como Kilon) € uma
proteina de 46 kDa ancorada a membrana por uma al¢a de glicosilfosfatidilinositol
(GPI) e possui trés dominios semelhantes a imunoglobulina e seis sitios preditos de

glicosilagao (Figura 3) (Funatsu et al., 1999; Miyata et al., 2000).
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Figura 3 - Estrutura da NEGR1. GPI é a alga que ancora a proteina a membrana. Os
pontos sao os sitios preditos de glicosilagdo e C2 sdo os dominios Imunoglobulina-like,
fechados em loop por pontes dissulfeto. Fonte: Singh et al., 2019.

A NEGR1 pode formar homo ou heterodimeros e pode atuar em cis sobre
proteinas parceiras na membrana, mas também pode atuar em trans através de sua
forma soluvel (Pischedda & Piccoli, 2016; Ranaivoson et al., 2019; Salluzzo et al.,

2023; Venkannagari et al., 2020). A NEGR1 é clivada em sua forma soluvel pela
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proteina contendo dominios de desintegrina e metaloproteinase (ADAM10).
Experimentos demonstraram que a NEGR1 soluvel é essencial para regular a
arborizagdo neuronal durante o desenvolvimento (Pischedda et al., 2014; Sanz et al.,
2015). O tratamento com Gl 254023X, inibidor de ADAM10, diminui o numero de
neuritos em cultura de neurénios. Por outro lado, o tratamento com NEGR1 exdgena
em cultura neuronal com knockdown de NEGR1, promoveu arborizagdo semelhante
a condigao controle (Pischedda & Piccoli, 2016). Além disso, Pischedda e Piccoli
(2016) também demonstraram que essa regulagao da morfologia neuronal provocada
pela NEGR1 soluvel é dependente da ativacao do receptor do fator de crescimento de
fibroblastos 2 (FGFR2), que promove a fosforilagdo de ERK1/2 (Figura 4). Tanto a
inibicdo de FGFR2 quanto da via de ERK1/2 (via inibi¢do por siRNA e farmacoldgica
por U0126 100 nM) levam a redugdo da complexidade da arvore de neuritos. Os
estudos Dai e colaboradores (2024) também demonstraram o papel de NEGR1 para
a fosforilagao de PI3K e AKT, que compdem a sinalizagao nao candnica de mGIuR5.
O knockdown de NEGR1 promoveu aumento da fosforilagdo de PI3K e AKT, sem

promover aumento da expressao total das respectivas proteinas em células tumorais.

O papel de NEGR1 vem sendo revelado por estudos que relacionam esta
proteina a saude do SNC (Noh et al., 2020). O trabalho de Noh et al. (2019) com
animais NEGR1-- mostrou que estes animais apresentam piora nos escores para teste
de comportamento tipo ansioso e depressivo em comparagdo a animais NEGR1**,
Também foi relatado que a neurogénese hipocampal e a transmissao sinaptica ficam
prejudicadas em animais NEGR1” (Noh et al., 2020). Singh e colaboradores (2019)
também demonstraram que em camundongos NEGR1” houve significativas
alteragdes morfologicas no encéfalo, como diminuicdo no volume total, aumento no
volume dos ventriculos laterais e do terceiro ventriculo. além de diminuicdo do volume
do corpo caloso e do hipocampo, o que sugere uma redugao do volume das areas
corticais e subcorticais. Além das alteracbes morfolégicas também foi observado que
a interacéo social em animais NEGR1-- é prejudicada. No teste de sociabilidade em 3
camaras, os animais NEGR1” passam significativamente menos tempo na cadmara
com animal estranho em comparagdo a animais NEGR1** (Singh et al., 2019). Além
disso, a NEGR1 se mostra relevante em transtornos neuroldgicos e psiquiatricos como
esquizofrenia (Karis et al., 2018), autismo (Szczurkowska et al., 2018), DA (Ni et al.,

2018) e o transtorno de depressao maior (Maccarrone et al., 2013).
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1.4 Interagao entre NEGR1 e mGIuR5

Como descrito anteriormente, 0 mGIuRS é bastante relevante para a fisiologia
neuronal e sua funcdo é afetada pelas proteinas com as quais ele interage.
Recentemente, nosso grupo realizou experimentos de espectrometria de massa em
imunopreciptados de mGIuR5 a fim de identificar proteinas que interagem com o
receptor (Carvalho, 2022). Foi observado que 21 proteinas se mostraram enriquecidas
nos imunoprecipitados, como por exemplo Homer 1 e proteina G, conhecidas por sua
interacdo com mGIuR5 (Tu et al.,, 1999). A NEGR1 foi uma dessas proteinas
enriquecidas no imunoprecipitado de mGIuRS5. Dessa forma, experimentos de co-
imunoprecipitagdo foram realizados a fim de se confirmar a interagdo de NEGR1 com
MGIuRS, visto que NEGR1 é expressa nas mesmas regides cerebrais que mGIuRS5
(Cheon et al., 2021). Carvalho (2022) observou que tanto em lisados de cortex e
hipocampo, quanto em cultura primaria de neurénios, a NEGR1 é co-imunopreciptada
com o mGIuRS de maneira especifica (Figura 4). O knockdown de NEGR1 n&o alterou
a presenca de mGIuR5 na membrana ou sua expressao total (Carvalho, 2022). No
entanto, a NEGR1 desempenha um papel na fosforilagdo de ERK1/2 e na regulagao
de genes regulados por mGIuR5. Os niveis de ERK1/2 fosforilada mediante estimulo
com DHPG foram menores em neurdnios que sofreram knockdown de NEGR1. Um
aspecto interessante é que NEGR1 em sua forma secretada aumenta a expressao da
ARC/ARG3.1, um gene regulado por mGIuR5 e que promove protecdo contra
neurodegeneragao (Doria et al., 2018). Além disso, o tratamento farmacoldgico de
mMGIuRS com o seu modulador alostérico negativo, CTEP (2-cloro-4- [2- [2,5-dimetil-
1- [4- (trifluorometoxi) fenil] imidazol-4-il] etinil] piridina inibiu esse efeito (Carvalho
2022). As evidéncias apresentadas trazem a tona a possibilidade de utilizar a NEGR1
como modulador da fungao de mGIuRS5.
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Figura 4 - Interagcdo entre NEGR1 em mGIuRS. A: Painel representativo da interacéo
entre mGIuR5 e NEGR1 em lisados de cértex e hipocampo. O painel mostra um imunoblot
representativo para mGIuRS (Ip) na presenca de antimGIuR5 (+) ou Anti-AKT (-) (Painel
inferior) e o imunoblot para co-imunoprecipitagdo (Coip) de NEGR1 (Painel superior) realizado
em amostras de hipocampo ou coértex. Fonte: Carvalho, 2022. B: Sinalizacdo de NEGR1 e
sua influéncia sobre mGIuRS5. A ligagdo da NEGR1 soluvel ao FGFR ativa ERK1/2. A interacao
mMGIuR5 modula vias dependentes de mGIuR5, como por exemplo a via da ERK1/2. Fonte:
Elaboracéao propria (criado em biorender.com).

2. JUSTIFICATIVA

O mGIluR5 é fundamental para a regulagdo da atividade neuronal e a NEGR1
€ fundamental para o correto desenvolvimento do SNC, sendo amplamente expressos
nas mesmas regides cerebrais. Além disso, é descrito o efeito do knockdown de
NEGR1 na modulacao de proteinas reguladas por mGIuR5 (Carvalho, 2022). Ambas
as proteinas sao relevantes também no contexto patoldgico. A sinalizagdo de mGIuR5
€ alterada em doengas neurodegenerativas como DA e em modelos animais mGIuR5-
I- alteragdes comportamentais s&o descritas. A NEGR1, por sua vez, € crucial para o
crescimento correto dos neuritos, assim como para sua arborizagdo e, em animais
NEGR17-, observa-se altera¢gbes morfofuncionais do SNC assim como alteragbes
comportamentais. A interacao de mGIluR5 com outras proteinas é capaz de alterar sua
ativagdao. Dessa forma a NEGR1 poderia promover modulacdo da sinalizagdo de
mGIuR5. O estudo de tal interacdo pode promover melhor entendimento da
sinalizacdao de mGIuRS5, da fisiologia neuronal, mas também da fisiopatologia e de
possiveis e alvos terapéuticos para doengas do SNC. O presente trabalho, portanto,
tem como foco avaliar a influéncia da NEGR1 sobre a sinalizagcéo celular de calcio e

sobrevivéncia neuronal em cultura primaria de neurénios de camundongos C57BI/6.
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3. OBJETIVO

Investigar as consequéncias da interagdo entre NEGR1 e mGIuR5 sobre a
sinalizagdo de Ca?* e a sobrevivéncia neuronal em cultura primaria de neurénios de

camundongos C57/BI6.

3.1 Objetivos especificos

Quantificar a variagao da [Ca?*]i decorrente da ativagdo de mGIuR5 por DHPG

em cultura neuronal C57/BI6 apés silenciamento (knockdown) de NEGR1;

Quantificar a variagdo da [Ca?']i decorrente da ativagdo de outros receptores

de glutamato em cultura neuronal C57/BI6 apds knockdown de NEGR1;

Quantificar a variagao da morte celular induzida por altas concentracbes de

glutamato em cultura neuronal C57/BI6 apds knockdown de NEGR1;

Quantificar a variagao da morte celular induzida por altas concentracbes de

glutamato em cultura neuronal mGIuR5"- apés knockdown de NEGR1.

4. MATERIAL E METODOS

O (S)-3,5-dihidroxifenilglicina (DHPG) foi adquirido da TOCRIS, enquanto o 2-
cloro-4-((2,5-dimetil-1-(4-(trifluorometoxi)fenil)-1H-imidazol-il)etinil)piridina (CTEP) foi
obtido da Axon Medchem. Os reagentes como 2-propanol, solugdo de Betaina,
cloroférmio, dimetilsulféxido (DMSO), Dodecil Sulfato de Sédio (SDS), etanol, NaCl,
paraformaldeido, proteinase K, solucdo de Tris (hidroximetil) aminometano—
hidrocloridrico (Tris HCI), solucdo de Tris (hidroximetil) aminometano - acido

etilenodiamino tetra-acético (Tris-EDTA), poli-L-ornitina e albumina sérica bovina
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(BSA) foram todos adquiridos da Sigma Aldrich®. Tubos do tipo eppendorff e ponteiras
de micropipetas foram fornecidos pela Axygen Brasil. Os dNTPs, o kit Power SYBR®
Green PCR Master Mix, o SYBR® Safe, o Reagente Suplemento N2 100X e o TRIzol®
foram obtidos da Thermo Scientific®. A agua Nuclease-free foi comprada da Ambion®.
Os iniciadores utilizados nas reagbdes de PCR e qPCR estao descritos na tabela 1 e

foram adquiridos da Sintese Biotecnologia.

As placas de 96 pocos sdo da Greiner Bio-One. O Suplemento B27 50X
(#0080085SA), a Penicilina/Streptomicina, o meio neurobasal (#21103-049), o Opti-
MEM® 1x (#31985-3062), o DMEM em po, alta glicose (#12100046) e o GlutaMAX
(35050-061) sé&o da Gibco. A triptona (#7351C), o agar (#7178%) e o extrato de
levedura (#7184c) sdo da Acumedia. O cloridrato de polietilenoimina linear (MW
40.000) (PEI MAX) é da Polysciences (#24765-1), enquanto o Polietileno Glicol 8000
(PEG-8000) é da Affymetrix (#19959). O kit para extracdo de DNA plasmidial de
bactérias utilizado € o QIAGEN Plasmid Midi Kit (#12143).

4.1 Modelos animais

O experimento foi conduzido utilizando-se camundongos das linhagens mGIuRS
knockout, especificamente C57/BI6;129-Grm5tm1Rod/J (mGIuR57) e WT (wild type),
obtidos do The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, EUA). Os animais foram criados
e mantidos no biotério do Departamento de Bioquimica e Imunologia do Instituto de
Ciéncias Biologicas da UFMG, em ciclo de 12 horas claro/escuro, com temperatura
constante de 23°C, recebendo agua e racado ad libitum. As culturas primarias de
neurénios foram obtidas a partir de embrides de camundongos E15 (15 dias de
gestacéo) da linhagem C57-BI6, adquiridos do Biotério Central/UFMG, ou a partir de
embribes E15 mGIuR5" ou mGIuR5** provenientes de cruzamentos entre
camundongos heterozigotos (mGIuR5*-) dessa colénia. Os procedimentos
experimentais realizados neste estudo foram aprovados pelo CEUA-UFMG (Comité
de Etica no Uso de Animais — UFMG), protocolo n°® 50/2021 (Anexo 1).
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4.2 Genotipagem

4.2.1 Extragcao de DNA

A extracdo do DNA foi realizada a partir de tecidos de camundongos da colbnia
mGIuR57. As amostras foram adicionadas a 500 uL de solugédo de extragédo (H20,
SDS 10%, Tris-EDTA, NaCl, Proteinase K) e incubadas overnight em banho-maria a
55°C. Em seguida, foi realizada uma centrifugagdo a 13000 rpm por 10 minutos a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para novos tubos Eppendorf
contendo 500 pL de isopropanol, seguido de homogeneizacdo (10x) e nova
centrifugacao a 13000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente. Apds essa etapa,
0 sobrenadante foi descartado, e os tubos foram deixados abertos e invertidos para
secar por pelo menos 1 hora. Depois disso, foram adicionados 200 uL de solucéo TE
0,5X (Tris HCI 1M, EDTA 0,5M, H20), e os tubos foram incubados em banho-maria a

37°C por no minimo 1 hora. As amostras de DNA foram armazenadas a 4°C.

4.2.2 Amplificagao de DNA para identificagao do mGIuR5

Os iniciadores utilizados nas reagdes em cadeia da polimerase (PCR) para
identificar as linhagens homozigotas mutantes (mGIuR57), heterozigotas (MGIuR5*")
e homozigotas selvagens (mGIuR5**) foram adquiridos do Jackson Laboratory e
desenvolvidos com base na sequéncia depositada no GenBank, identificada pelo
numero NM_001081414.2. A reacgéao foi conduzida utilizando a técnica de Multiplex
PCR, permitindo a identificagdo simultdnea das diferentes linhagens em uma unica
reacao de PCR. As caracteristicas dos iniciadores, incluindo suas sequéncias e o
tamanho dos amplicons gerados, estdo descritas na Tabela 1, enquanto um exemplo

da identificagcdo dos gendtipos esta ilustrado na Figura 4.
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Nome no estoque Sequéncia Amplicon %CG
Primer comum CACATGCCAGGTGACATCAT 50
Selvagem-reverso CCATGCTGGTTGCAGAGTAA 442 50
Mutante-reverso CACGAGACTAGTGAGACGTG 650 55

Tabela 1 - Iniciadores utilizados no PCR convencional para mGIuRS5.

Figura 5 - Genotipagem de camundongos knockout para o gene mGIuR5. O
amplicon gerado pelos iniciadores da linhagem mGIuR5" possui 650 pb (Canaleta 1), da
linhagem mGIuR5*" possui 650 e 442 pb (Canaleta 2) e da linhagem mGIuR5** (Canaleta 3)
possui 442 pb.

As reagdes de PCR foram realizadas com 0,25 U da enzima Taq DNA polimerase
(Invitrogen); 2,00 mM de MgCI2; 0,2 mM de dNTPs; 1,00 uM de cada iniciador
(descritos na Tabela 1) e 500 ng de DNA genémico, completando um volume final de
12 uL utilizando o tampao fornecido pelo fabricante diluido a 1X. O programa de
amplificagdo no termociclador incluiu uma etapa inicial de desnaturagao a 94°C por 3
minutos, seguida por 35 ciclos de desnaturacéo a 94°C por 45 segundos, anelamento
a 60°C por 45 segundos e extensao a 72°C por 45 segundos. A amplificacéao foi

finalizada com uma etapa de extenséo a 72°C por 2 minutos.

Apo6s a amplificagéo, 12 uL do produto de PCR, juntamente com 3 pL de tampéao

de amostra 5x, foram aplicados em gel ndo desnaturante de 2% de agarose contendo
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SYBR® Safe (Life Technologies) e tampéao Tris-Acetato-EDTA (TAE) 0,5X. O gel foi
colocado em uma cuba de eletroforese horizontal contendo TAE 0,5X e submetido a
uma corrente de 100 volts por 30 minutos. A visualizagdo dos resultados foi feita
usando o sistema ImageQuant LAS 4000. Neste estudo foram utilizados apenas os

camundongos homozigotos mGIuR5** e mGIuR5.

4.3 Cultura primaria de neuronios

Seguindo o protocolo utilizado por (Doria et al., 2013), as culturas neuronais
foram preparadas a partir da regido corticoestriatal do cérebro de embrides E15
C57/BI6 ou oriundos da colénia de animais mGIuR5*-. Quando provenientes da
colonia mGIuR5*, foi realizada uma extragdo de DNA a partir da secgdo da cauda

dos embrides para determinagéo do gendtipo por PCR convencional.

As fémeas prenhes foram eutanasiadas por deslocamento cervical e os embrides
coletados em HBSS gelado para dissecagdo. Apos a dissecagdo do tecido
corticoestriatal, procedeu-se a digestao por tripsina, seguida de dissociagao celular
utilizando uma pipeta-Pasteur polida no fogo. As células foram adicionadas ao meio
Neurobasal suplementado com N2 e B27, 2 mM de GlutaMAX, 50 pg/ml penicilina, e
50 ug/ml estreptomicina e em seguida plaqueadas em placas de 96 pogos (6,4 x 10*
células por pogo) previamente preparadas com poli-L-ornitina. As células foram
incubadas a 37°C e 5% CO2 ao longo de 9 dias in vitro (DIV9), sendo o meio trocado
a cada 2 dias. Apos esse periodo, as células foram utilizadas para experimentos de
Ca?*, experimentos de morte e co-imunoprecipitacdo. Dessa forma obtivemos uma

cultura 99,5% pura para neurénios (Olmo et al., 2018).

4.4 Producao de vetores lentivirais

O knockdown de NEGR1 foi realizado por meio de short hairpin RNA (shRNA)

utilizando vetores lentivirais como ferramenta de entrega do shRNA. O shNEGR1


https://www.zotero.org/google-docs/?ac8OHH
https://www.zotero.org/google-docs/?GiqfCJ

33

possui uma sequéncia que tem como alvo o RNA mensageiro (RNAm) da NEGR1, e
guando se liga ao seu alvo, promove sua degradagao. O shControle possui a mesma
estrutura, porém é uma sequéncia scramble que ndo tem como alvo nenhum RNAmM

murino, servindo como controle (Sliva & Schnierle, 2010).

Os plasmideos utilizados neste estudo foram selecionados, sintetizados e
clonados no Laboratorio de Biologia da Sinapse da Universidade de Trento, na ltalia,
e gentilmente cedidos pelo Dr. Giovanni Piccoli. As sequéncias para silenciamento de
NEGR1 (5'-CACCCTTTGATGCTCCATCTT-3") ou controle (5'-
CTGGAGGCTGTAGTCTCTT-3') foram inseridas no plasmideo pLVTH (Addgene:
#12262), que expressa GFP sob o controle do promotor da subunidade a do fator de

elongacéao eucaridtico 1 (EEF1A1).

O vetor lentiviral de terceira geragéo foi produzido utilizando-se os plasmideos
empacotadores, os quais possuem informacgdes para produgao das proteinas Gag e
Pol, responsaveis pela montagem do capsideo e producédo de enzimas virais: pCMV-
dR8.2 dvpr (addgene: #8455); o plasmideo Rev: 40 pRSV-Rev (addgene #12253) e 0
plasmideo envelope: pMD2.G (addgene #12259) (Pischedda et al., 2014).

4.5 Transformacao e crescimento de bactérias

Para a obtengado de plasmideos em larga escala, foi realizada a transformacéao
bacteriana utilizando 25 ng de DNA de cada construgdo plasmidial e 50 pL de
bactérias competentes DH5a, previamente descongeladas a 4°C. Os tubos foram
incubados em banho de gelo por 30 minutos e, em seguida, submetidos a um banho
seco a 42°C por 1 minuto. Apos esse periodo, os tubos retornaram ao banho de gelo
por mais 2 minutos. Em seguida, foram adicionados 400 yL de meio LB 1X sem
antibidtico (1% triptona, 0,5% extrato de levedura, 1% NaCl) e as amostras foram

incubadas a 37°C por 1 hora.

Apos a incubagao, 100 puL dessa mistura foram utilizados para plaqueamento em

meio LB-agar (1% triptona, 0,5% extrato de levedura, 1% NacCl, 1,5% agar) contendo
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https://www.zotero.org/google-docs/?SEeGTE

34

ampicilina (60 ug/mL). As placas foram incubadas em estufa a 37°C por 16 horas.
Controles de crescimento das bactérias competentes nao transformadas foram
realizados em placas de LB-agar na presenga e auséncia de ampicilina. Colonias
selecionadas aleatoriamente foram multiplicadas em um pré-indculo de 6 mL de meio
LB contendo ampicilina (50 ug/mL) e incubadas em tubos plasticos de 50 mL em um
agitador (Shaker Superohm G-25, Brasil) a 37°C por 16 horas, com agitacéo de 180

rpm.

Ap0s o crescimento bacteriano, uma aliquota de 750 L foi retirada para estoque,
e o restante foi transferido para um frasco Erlenmeyer de 2 L contendo 200 mL de
meio LB com antibiético, sendo incubado novamente no agitador por 16 horas a 37°C,

sob agitacao de 180 rpm.

4.6 Extracao de DNA plasmidial

O DNA foi extraido utilizando o kit QIAGEN Plasmid Midi, seguindo as instrugbes
do fabricante. Resumidamente, apds centrifugagédo a 6000 g por 15 minutos a 4°C, o
precipitado bacteriano foi ressuspenso em 4 mL de tampéao de ressuspensao (50 mM
Tris-HCI, pH 7.5; 10 mM EDTA; 100 ug/mL RNase A). Em seguida, 4 mL de solugao
de lise (0,2 M NaOH; 1% SDS) foram adicionados, € a mistura foi homogeneizada em
um vortex. Apos a lise, foi adicionado 4 ml do tampao de neutralizagcéo (3,0 M de
acetato de potassio, pH 5,5), seguido de centrifugagdo a 15000 g por 30 minutos a
4°C.

O sobrenadante clarificado foi entdo aplicado em uma coluna de resina de troca
ibnica para a ligagdo do DNA plasmidial. Os plasmideos foram eluidos da coluna
utilizando 5 mL de tampéao de eluigao (1,25 M NaCl; 50 mM Tris-HCI, pH 8,5; 15%
isopropanol) e precipitados pela adicdo de 3,5 mL de isopropanol a temperatura
ambiente, seguida de centrifugagcdo a 15000 g por 30 minutos a 4°C. Apds a
precipitagdo, o DNA foi lavado com etanol 70% e novamente centrifugado a 15000 g
por 10 minutos. O DNA precipitado foi ressuspendido em tampéao TE (10 mM Tris-HCI,
pH 8,5) e armazenado a -20°C.
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4.7 Cultivo e transfec¢ao de células HEK 293T

As células Human Embryonic Kidney 293T (HEK 293T) foram cultivadas em meio
DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de L-Glutamina e 1% de
Penicilina/Estreptomicina, e mantidas em incubadora a 37°C com 5% de CO,. Um dia
antes da transfecgao, 3,8 x 10°® células foram plaqueadas em placas de 10 cm de
didametro e, ao atingirem aproximadamente 70% de confluéncia, foram utilizadas para

a transfecgéo.

As células foram transfectadas com os seguintes plasmideos nas proporgdes
indicadas: 4 ug de pVLTH (shRNA-NEGR1 ou shRNA-Controle), 4 ug de pCMV-dR8.2
dvpr, 1 yg de pRSV-Rev e 1,2 uyg de pMD2.G. Todos os DNAs plasmidiais foram
diluidos em meio Opti-MEM® 1X. O reagente de transfecgdo PEI MAX foi preparado
em uma concentracao de 1 pyg/uL e adicionado a mistura de DNA na proporgao de 1:5
(DNA:PEI), seguido por uma incubacéo de 20 minutos a temperatura ambiente. Apds
esse tempo, 1 mL dessa solugao foi adicionada a cada placa de 10 cm contendo as

células.

Apds 16 horas, o meio de cultura foi trocado normalmente. O sobrenadante
contendo as particulas virais foi coletado 48 e 72 horas apds a transfecgcao e

armazenado a 4°C até o momento da purificagao.

4.8 Purificagcao

Os sobrenadantes contendo os lentivirus para shRNA-NEGR1 ou shRNA-
controle foram inicialmente centrifugados a 800 g por 10 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, os sobrenadantes foram transferidos para novos tubos de 50
mL, aos quais foi adicionada a solugdo concentradora PEG-8000 (40% (P/V) PEG-
8000 e 1,2 M NaCl) na propor¢ao de 1:3 (PEG-8000).
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Apds a homogeneizagado da mistura, ela foi incubada sob agitagdo constante a
60 RPM por 16 horas a 4°C. Posteriormente, a mistura foi centrifugada a 1600 g por
60 minutos a 4°C. O precipitado obtido foi entdo ressuspendido em solu¢cao tampao
fosfato salino (PBS) 1X estéril.

4.9 Transdugao

Os neurbnios primarios corticoestriatais foram transduzidos com particulas
lentivirais contendo shRNA-NEGR1 ou shRNA-controle em quantidades equivalentes
no DIV4. A expressdo de GFP foi monitorada nos dias seguintes por meio de um
microscopio Floid™ Cell Imaging Station. No DIV9, os neurdnios foram utilizados para

a realizagao de experimentos.

4.10 RT-PCR quantitativo (RT-qPCR)

O RNA total das amostras provenientes das culturas primarias de neurdnios
cortico-estriatais foi isolado pelo método utilizando TRIzol® (Invitrogen, Burlington,
EUA), segundo instrugdes do fabricante. O RNA foi ressuspendido em 10 pL de agua
livre de nucleases, tendo sua concentracdo e qualidade analisadas por
espectrofotdbmetro (NanoDrop—ThermoScientific, Wilmington, USA) e eletroforese em
gel de agarose, respectivamente. Os cDNAs foram preparados a partir de 2 ug de

RNA total em 20 uL de reagao de transcrigao reversa.

O PCR quantitativo (QPCR) foi realizado utilizando o kit Power SYBR® Green
PCR Master Mix, segundo protocolo do fabricante. Para isso, foram utilizadas as
plataformas de PCR em tempo real StepOnePlusTM Real-Time PCR Systems e
QuantStudioTM 6 & 7 Flex Real-Time PCR System. A reacao de gPCR foi realizada a
fim de quantificar os niveis de mRNA dos genes descritos na tabela 2. Os iniciadores
dos respectivos genes foram desenhados com o auxilio do software Primer3plus
(tabela 2).
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Gene Sequéncia Amplicon %CG
NEGR1 (R) GGCTGTACTTGGAGGGTTGA 188 50,00
NEGR1 (F) ACAGTGACCAATGTGACGCA 55,00
RPL32 (R) TGACTGGTGCCTGATGAACT 98 50,00
RPL32 (F) GCTGCCATCTGTTTTACGG 52,60

Tabela 2 - Iniciadores utilizados no experimento de PCR em tempo real.

Os iniciadores foram checados utilizando a ferramenta Primer-BLAST para
avaliacao in silico da sua especificidade para com seus alvos. As amostras foram
preparadas em triplicatas e as variagbes da expressao génica foram determinadas
pelo método do ACt utilizando o gene de RPL32 ou HPRT como gene constitutivo
normalizador. Todas as reagbes de RT-gPCR mostraram boa qualidade de
amplificagao e a eficiéncia dos iniciadores foi testada pelo método de diluigao seriada.
A Figura 6 é representativa do RT-gPCR para RNAmM de NEGR1 relativo ao RPL-32 e
confirma o knockdown de NEGR1 provocado pelo shNEGR1 em comparagcdo ao

shControle.
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Niveis de RNAm de NEGR1
(Relativo ao RPL-32)

0.00

L]
shControle shNEGR1

Figura 6 - Niveis de RNAm de NEGR1 em neurdénios shControle e shNEGR1. O
grafico mostra os niveis de RNAm de NEGR1 através de RT-qPCR relativos ao RPL-32 em
cultura primaria de neurénios mGIuR5**. Os dados representam a média +- SEM. * Indicam
que p<0,05. Mann Whitney test: p=0,0286.
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4.11 Quantificagio da [Ca?*];

A quantificagdo da [Ca?*] foi realizada utilizando o fluoroforo sensivel ao ion
Ca?*, o FURA 2-AM. Apos entrar no citoplasma celular, o FURA 2-AM é convertido em
sua forma ativa pela agédo de esterases, permitindo sua ligagdo ao Ca?*. O FURA 2
ligado ao Ca?* possui um pico de excitagdo maxima em aproximadamente 340 nm,
enquanto o FURA 2 livre apresenta um pico em torno de 380 nm. Ambas as excitagdes
promovem emissao na faixa de 508 nm (Molecular Probes, [s.d.]). A partir da
proporgao entre as fluorescéncias emitidas pelo FURA 2 ligado e n&o ligado ao Ca?*,

é possivel estimar a [Ca®*]i e suas variagdes ao longo do tempo.

Durante os experimentos, os neurdnios foram mantidos em meio Krebs-Ringer-
Henseleit) (KRH: NaCl 224 mM; KCI 4 mM; MgS0O4 1,2 mM; CaCI2 1 mM; Glicose 10
mM; HEPES 25 mM pH ajustado para cerca de 7,4) aquecido a 37°C. O protocolo
consiste nos seguintes passos: primeiro, removeu-se 0 meio neurobasal dos
neurdnios, os pogos foram lavados com meio KRH e adicionou-se 50 yL de uma
solugdo de FURA 2 a 5 uM e &cido plurénico a 0,05% em meio KRH, seguido de
incubagao por 60 minutos a 37°C. Apds esse periodo, a solucido de FURA 2-AM em
KRH foi substituida por 50uL de KRH por mais 30 minutos, que posteriormente foi
substituido por 100uL de KRH. O nivel basal de Ca?* (Leitura 1) de todos os pogos foi
entdo medido por 10 minutos (1 leitura a cada 43 segundos, totalizando 14 pontos de
leitura no total). Em seguida, os estimulos foram aplicados as células, e o aumento da
[Ca?*]iem resposta aos estimulos foi imediatamente medido (Leitura 2: 1 leitura a cada
3 segundos totalizando 14 pontos de leitura) pogo a pogo. A area sob a curva
decorrente de cada condigao foi utilizada como medida indireta da [Ca?*].. A segunda
leitura foi feita imediatamente apds a aplicagao do estimulo por 60 segundos, pogo a
poco. Como estimulos, foram utilizados glutamato 50 yM e DHPG (agonista de
mGIuR1 e mGIuR5). Quando utilizados, os antagonistas de mGIuR5 e NMDAR,
respectivamente CTEP 10 uM e MK-801 50 uM foram previamente aplicados ao meio

por 5 minutos a fim de garantir o bloqueio dos receptores.

A fim de quantificar ao longo do tempo a variagdo [Ca?']i decorrente dos
estimulos, foi feito um calculo de porcentagem, tomando-se o valor basal como 100%

€ a area sob a curva de corrente de cada estimulo foi calculada em relacédo ao basal,
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medindo, portanto, quanto a curva de fluorescéncia de Ca?* da leitura 2 € maior em
relagdo a leitura 1. A média da resposta de Ca?* dos pogos decorrente de cada
estimulo foi calculada para cada repeticdo do experimento, essa média foi
considerada como um n experimental. Os experimentos de Ca?* foram realizados no
equipamento Cytation 5, pertencente ao CAPI-UFMG. O protocolo foi adaptado de
(Batista et al., 2016).

4.12 Quantificagdao da morte celular

Os experimentos de morte foram realizados utilizando-se o kit live and dead de
(Life  Technologies) @ composto por 2  fluoréforos: a  calceina-AM
(excitacado/emissao~495/~515 nm) e o} homodimero de etideo
(excitacdo/emissao~495/~635 nm). A calceina-AM, uma vez que atravessa a
membrana, é clivada por esterases em calceina livre, permanecendo assim confinada
ao citoplasma. Dessa forma, somente células vivas sdo marcadas. O homodimero de
etideo interage com material genético. Uma vez que membrana celular e nuclear sao
danificadas, os homodimeros de etideo, acessam o material genético da célula e

emitem fluorescéncia em vermelho, marcando, portanto, as células mortas.

Os neurdnios foram incubados por 24 horas com glutamato 50 yM. Apds
incubagdo os neurdnios foram marcados com os fluoréforos conforme Doria e
colaboradores (2018). O protocolo consiste nos seguintes passos: primeiro, removeu-
se 0 meio neurobasal dos neurénios e adicionou-se 50 uL de uma solugao de Calceina
AM (2 pM) e etideo (2 uM) em meio KRH a 37°C, seguido de incubacéo por 15 minutos
a 37°C. Apds esse periodo, a solugao de fluordforos foi retirada e os pocgos lavados

trés vezes com 50 uL de KRH e foram adicionados 50 uL de KRH novo a 37°C.

As fotos foram obtidas por meio do microscépio Floid™ Cell Imaging Station.
Foram realizadas duas fotos por pogo, sempre na por¢cdo média do raio do pogo: uma
foto na emissao da calceina e outra foto para a emissao dos homodimero de etideo
referente @ mesma area. Foi realizada a contagem das células utilizando software
Image J. A quantificagdo da morte decorrente das intervencdes foi feita usando o

seguinte calculo:
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n? de células mortas

( ) * 100

n? de células mortas + n® de células vivas

4.13 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no software Graph Pad PRISM 8.0.1.
Todos os conjuntos de dados foram testados quanto a sua normalidade. Os resultados
foram expressos em média +- SEM (erro padrao da média). Os dados normais foram
analisados por ANOVA de duas vias e pos teste Sidak a fim de verificar o efeito do
knockdown de NEGR1 sobre os resultados. Conjuntos de dados que n&o apresentam
distribuicdo normal foram analisados pelo teste Mann Whitney. Para todos os testes

estatisticos, um valor de p<0,05 foi considerado significativamente estatistico.

5. RESULTADOS

5.1 O knockdown de NEGR1 nio afeta a sinalizacido de Ca?* induzida pela
ativagcao de mGIluR5 por DHPG

Foi demonstrado por Carvalho (2022) que a fosforilagdo de ERK1/2 é alterada
quando ocorre o knockdown de NEGR1. Considerando a interagao fisica entre
NEGR1 e mGIuR5 previamente demonstrada, foi hipotetizado que tal interagao
poderia afetar a sinalizacdo de Ca?* dependente de mGIuR5. Por esse motivo, foram
realizados experimentos a fim de mensurar a capacidade de NEGR1 de modular a

ativacdo de mGIuR5 e a sinalizagdo de Ca?*.

Para tal, culturas primarias de neurdnios de camundongos C57/BI6 foram
transduzidos com lentivirus shControle ou lentivirus shNEGR1, que promove o
knockdown de NEGR1. Observou-se que na condi¢do shControle houve aumento da
[Ca?*]idecorrente da estimulagdo com DHPG 10 uM por 40 segundos (19,81 £ 3,19%
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acima do basal), o que foi significativamente (p=0,0013) maior em comparag¢ao ao
estimulo com veiculo (12,43 + 0,53% acima do basal) e ao estimulo com DHPG na
presencga do bloqueador de mGIuR5, CTEP 50 uM (12,10 £ 2,16% acima do basal).
Na condigdo shNEGR1 a resposta foi semelhante: houve aumento da [Ca?*]
decorrente da estimulacdo com DHPG (19,51 + 2,60% acima do basal) que foi
significativamente (p=0,0013) maior em comparagao ao estimulo com veiculo (9,44 +
1,34% acima do basal) e estimulo com DHPG na presenca de CTEP (9,10 + 1,56%

acima do basal) (Figura 7).
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Figura 7 - A variagdo da [Ca?']i mediante estimulo com DHPG nio difere entre
shControle e ShNEGR1. O gréfico mostra a variagdo da [Ca?*]i expressa em porcentagem
acima do basal decorrente da aplicagao de Veiculo (meio KRH), DHPG 10 yuM e CTEP 10 pM
+ DHPG 10 yM. Controle: condigao controle, shNEGR1: condi¢ao knockdown de NEGR1. Os
dados representam a média +- SEM. * Indicam que p<0,05. ANOVA: p=0,0013.

No entanto, ndo houve diferenca na resposta de Ca?* decorrente do estimulo de
DHPG entre as condi¢gdes shControle e shNEGR1. O tratamento prévio com CTEP (5
minutos) reduziu a resposta de Ca?* a niveis semelhantes ao do estimulo veiculo
(controle). Tais resultados sugerem que a sinalizagdo de Ca?* decorrente da ativagéo
de mGIuR5 por DHPG nao é afetada pelo knockdown de NEGR1.
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5.2 O knockdown de NEGR1 diminui a sinalizagao de calcio mediante estimulo

de glutamato em alta concentragao

Além da resposta de Ca?* induzida por DHPG, via mGIuR5, outros receptores de
membrana sdo permeaveis a Ca?*, como por exemplo o NMDAR e o AMPAR
(Traynelis et al., 2010). Durante a padronizagdo dos experimentos, o glutamato,
utilizado como controle positivo, promoveu uma resposta menor em neurdnios
shNEGR1 em comparagédo a neurdnios shControle. Por esse motivo, experimentos
exploratorios foram realizados para investigar o papel de NEGR1 na resposta de Ca?*

decorrente de outros receptores de glutamato.

Foram utilizados neurdnios de camundongos C57/BlI6 em cultura primaria
transduzidos com lentivirus shControle ou lentivirus shNEGR1, que promove o
knockdown de NEGR1. Foi observado que o estimulo com glutamato 50 yM por 60
segundos promoveu um aumento da [Ca?*].. Contudo, os neurbnios que expressam
niveis reduzidos de NEGR1 (shNEGR1) exibem uma variagdo da [Ca?');
significativamente menor (90,67 + 8,76% acima do basal), quando comparado a
resposta exibida por neurbnios shControle (110,00 + 4,86% acima do basal)
(p=0,0182) (Figura 8). O estimulo de glutamato posterior ao bloqueio de mGIuRS
(CTEP 50 pM), e de NMDAR (MK-801 50 uM), bem como do bloqueio simultaneo de
ambos receptores (CTEP+MK-801), promoveu, respectivamente, 80,00 * 6,62%,
63,86 + 7,17% e 42,71 + 6,98% de variagdo da [Ca?*]iacima do basal na condigéo
shControle. Na condigdo shNEGR1 o estimulo de glutamato posterior ao bloqueio de
mGIuR5 (CTEP), NMDAR (MK-801) ou de ambos receptores (CTEP+MK-801)
promoveu, respectivamente, 78,56 + 6,77%, 53,57 £ 2,79%, 37,28 + 5,30% de
variagdo da [Ca?'] acima do basal. A aplicacdo prévia de CTEP e MK-801,
isoladamente ou em combinagao (por 5 minutos), antes do estimulo com glutamato
eliminou a diferengca na resposta ao glutamato anteriormente observada entre as
condigbes shControle e shNEGR1 (Figura 8), indicando que ambos receptores
precisam estar simultaneamente ativados para que tal diferenca ocorra. A adicédo de

veiculo ndo promoveu variagédo significativa da resposta de Ca?*. Os resultados
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apresentados indicam que a NEGR1 afeta a resposta de Ca?* decorrente do estimulo
de glutamato, o que sugere uma interacao fisica e/ou funcional entre a NEGR1 e o
NMDAR.
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Figura 8 - O estimulo de glutamato promoveu menor variagio da [Ca?']i em
neurénios shNEGR1. O gréafico mostra a variagéo da [Ca?*]i em porcentagem acima do basal
decorrente da aplicagédo de Veiculo (meio KRH), CTEP 10 yM + Glutamato 50 uM, CTEP 10
MM + MK-801 50 M + Glutamato 50 pM, Glutamato 50 uM. shControle: condicédo controle,
shNEGR1: condicdo knockdown de NEGR1. Os dados representam a média +- SEM. *
Indicam que p<0,05. ANOVA: p=0,0182

5.3 O knockdown de NEGR1 promove aumento da morte celular mediante

administragao de glutamato

Os receptores de glutamato estao ligados a mecanismos de sobrevivéncia, mas
também em fendmenos envolvendo morte neuronal, como por exemplo a
excitotoxicidade. Anteriormente, nosso grupo de pesquisa demonstrou que ERK1/2,

ARC/ARG3.1 e BDNF (promotores de sobrevivéncia neuronal), estdo diminuidos em
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neurénios shNEGR1 (Carvalho, 2022). Além disso, altas concentragbes de glutamato
promovem ativacado prolongada de NMDAR, gerando excitotoxicidade (Choi, 1988;
Neves et al., 2023; Tymianski & Tator, 1996). A fim de se verificar a influéncia de
NEGR1 sobre a sobrevivéncia neuronal, foram realizados experimentos de morte
celular. O modelo usado para os experimentos de morte € um modelo subcrénico de
excitotoxicidade e o objetivo € mimetizar o que acontece no cérebro em processos
neurodegenerativos cronicos. Para tal, neurdnios em cultura primaria, infectados com
lentivirus shControle ou lentivirus shNEGR1, foram incubados com solugao veiculo ou
glutamato 50 uM por 24 horas. Foi verificado que nao houve diferenga na porcentagem
de morte celular entre shControle (39,31 + 4,38%) e shNEGR1 (30,37 £ 5,82%) apos
aplicacéo do veiculo. No entanto, o insulto de glutamato promoveu um aumento de
morte celular significativamente maior (p=0,0059) na condigdo shNEGR1 (60,77 +
7,33%) em comparagao a condi¢ao shControle (37,59 + 2,77%) (Figura 9). Os dados
apresentados demonstram que NEGR1 promove protecdo aos neurénios frente ao

insulto de glutamato, indicando sua importancia para a sobrevivéncia neuronal.
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Figura 9 - O estimulo de glutamato promoveu aumento de morte celular em
culturas knockdown para NEGR1. O grafico mostra a porcentagem de morte celular em
cultura decorrente da aplicagédo de Glutamato 50 UM por 24 horas. shControle: condi¢ao
controle, shNEGR1: condi¢ao knockdown de NEGR1. Os dados representam a média +- SEM.
* Indicam que p<0,05. Mann Whitney test: p=0,0056.
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Figura 10 - Fotomicrografias representativas do resultado do experimento de
morte celular. shControle: condicdo controle, shNEGR1: condicdo knockdown de NEGR1. A
marcagcao em verde corresponde a células vivas, enquanto a marcacdo em vermelho
corresponde a células mortas. A e B: morte neuronal basal em neurénios shControle e
shNEGR1, respectivamente. C e D: Morte neuronal induzida por insulto de glutamato 50 uM
em neurbnios shControle e shNEGR1 respectivamente.

5.4 O mGIuR5 nao contribui para o aumento da morte neuronal induzida por

insulto de glutamato em neurénios shNEGR1

O knockdown de NEGR1 se mostrou prejudicial frente ao insulto de glutamato
promovendo aumento expressivo de morte celular em comparagao ao shControle. A
fim de elucidar o papel do mGIuR5 nessa resposta, o experimento anterior foi
reproduzido em cultura neuronal mGIUR5”. Interessantemente, o fendmeno
observado é semelhante ao visto em cultura mGIuR5**: o estimulo com veiculo
promoveu na condicdo shControle e shNEGR1, 57,84 + 3,94% e 72,95 * 6,58% de
morte celular respectivamente. Em shNEGR1, o insulto de glutamato (50uM) por 24
horas promove morte celular (97,57 + 2,42%) maior em comparagdo ao controle
(67,59 £ 2,54%) (Figura 11) (p=0,0002). Assim, o knockdown de NEGR1, mesmo na
auséncia de mGIluR5 promove alteragcdes nos niveis de morte celular mediante insulto
de glutamato, indicando que a NEGR1 atua em mecanismos de morte independentes
de mGIuRS.
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Figura 11 - O estimulo de glutamato promove aumento de morte celular em
neurénios shNEGR1 em cultura neuronal mGIuR5"-. O grafico mostra a porcentagem de
morte celular decorrente da aplicagdo de Glutamato 50 UM por 24 horas em cultura mGIuR5"
. O knockout de mGIuRb5 nio reverteu a diferenga observada no experimento similar realizado
em animais mGIuR5"*. Os dados representam a média +- SEM. * Indicam que p<0,05. Mann
Whitney test: p=0,0002.
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Figura 12 - Fotomicrografias representativas do resultado do experimento de
morte celular em neurénios mGIuR5". shControle: condig&o controle, sSANEGR1: condigdo
knockdown de NEGR1. A marcacdo em verde corresponde a células vivas, enquanto a
marcacado em vermelho corresponde a células mortas. A e B: morte neuronal basal em
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neurénios shControle e shNEGR1, respectivamente. C e D: Morte neuronal induzida por
insulto de glutamato 50 yM em neurénios shControle e sShNEGR1 respectivamente.

6. DISCUSSAO

Os resultados apresentados indicam que a NEGR1 tem um papel relevante para
a ativagdo de vias de sinalizagdo mediada por receptores de glutamato.
Anteriormente, Carvalho (2022) demonstrou que vias de sinalizagao dependentes da
resposta de Ca?* promovida por mGIuR5 sio alteradas em neurdonios shNEGR1.
Diante disso, levantou-se a hipotese de que essas alteracbes poderiam estar
relacionadas a modificagbes na sinalizagdo de Ca?* via mGIuR5. A estimulagéo
neuronal com DHPG (Figura 7) resultou em uma mobilizagdo de Ca?* superior a
observada com veiculo ou com CTEP+DHPG, em ambas as condi¢gdes experimentais
(shControle e shANEGR1). Mesmo o estimulo veiculo promoveu leve resposta de Ca?*,
provavelmente resultante do tempo do experimento, no qual o neurénio foi submetido
a estresse. O fato de nao haver diferenga entre o estimulo CTEP+DHPG e o veiculo
confirma que a resposta de Ca?* é decorrente da ativagdo de mGIuR5. E amplamente
descrito na literatura que o DHPG promove sinalizagdo de Ca?* (Maiese et al., 1999;
Rae & Irving, 2004). No entanto, ndo houve diferenca de resposta ao DHPG entre as
condigcbes shControle e shNEGR1. Uma possivel explicagcdo para isso € que a
variagdo da [Ca?*]idecorrente do estimulo de DHPG é sutil em comparagao a resposta
decorrente do estimulo de glutamato (Kudo & Ogura, 1986; Randall & Thayer, 1992).
Os resultados sugerem que apesar dessa interacéo fisica, NEGR1 ndo é capaz de

modular a resposta de Ca?* via mGIuR5 especificamente.

Além de mGIuRb5, outros receptores de membrana promovem a sinalizagao de
Ca?* dependente de glutamato (Traynelis et al., 2010). A NEGR1 interagindo com o
mGIuR5 poderia afetar indiretamente a ativagao de outros receptores modulados por
mGIuR5. O DHPG ndo promoveu resposta de Ca?* diferente entre neurdnios
shControle e sShNEGR1, porém o estimulo de glutamato promoveu resposta de Ca?*
menor em neurénios sShNEGR1 em comparagdo ao shControle (Figura 8). Essa
diferenga promovida pelo knockdown de NEGR1 vai ao encontro de outros trabalhos

que demonstram a importancia de MACs para a homeostase de Ca?*. (Sheng et al.,
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2013). N-caderinas e beta Integrinas, por exemplo, sdo capazes de afetar a
homeostase de Ca?* e canais de Ca?* dependentes de voltagem (Monier-Gavelle &
Duband, 1997). Além disso, trabalhos ja demonstraram que proteinas que promovem
adeséo celular sdo capazes de modificar a ativagdo de NMDAR (Hammond et al.,
2006; C.-Y. Wang et al., 2006). E importante ressaltar que a adi¢do de bloqueadores
farmacolégicos para receptores de glutamato nos experimentos realizados né&o
extingue completamente a resposta de Ca?* uma vez que ela é mediada por outros

receptores e canais dependentes de glutamato, além de mGIluR5 e NMDAR.

O trabalho de Lee (2021) com animais NEGR1-- demonstrou que processos
dependentes da sinalizagdo de Ca?*, como a taxa de salivagdo, foram alterados. A
NEGR1 se mostrou relevante na regulagao de canais BK, canais de potassio ativados
pela sinalizagdo de Ca?' e despolarizagdo celular (Romanenko et al., 2010). A
atividade do canal BK é maior em camundongos NEGR1--, promovendo aumento da
corrente decorrente da ativacao do receptor. Além disso, foi observado que a corrente
de Ca?* induzida por carbacol nessas células (receptor colinérgico muscarinico) foi
reduzida em células de animais NEGR1-- (J. Lee, 2021). Tal evidéncia corrobora o
papel de NEGR1 em regular receptores de membrana, o potencial de membrana e a
sinalizagdo de Ca?'. Experimentos complementares avaliando a ativagdo e/ou
bloqueio seletivo de outros receptores e canais envolvidos na resposta de Ca?* podem
contribuir para esclarecer o papel individual de cada receptor na diferenca de

sinalizagao de Ca?* entre neurdénios shNEGR1 e shControle.

Os receptores mGIuR5 e NMDAR, além de interagirem fisicamente pela
plataforma de proteinas mGlur5-Homer-Shank-GKAP-PSD95-NMDAR, interagem
funcionalmente por meio de vias intracelulares, regulando-se mutuamente (Abd-
Elrahman & Ferguson, 2022; Challiss et al., 1994; Fitzjohna et al., 1996; Harvey &
Collingridge, 1993; Lithi et al., 1994). A sinalizagdo de Ca?* na célula é dependente
de muitas vias e receptores, dessa forma é dificil afirmar por qual via e por qual
receptor a diferenca entre shControle e shNEGR1 acontece. E possivel se questionar,
por exemplo, se essa resposta de Ca?* reduzida em shNEGR1 poderia promover
alteracdo na atividade de quinases e fosfatases que regulam a ativacdo de NMDAR
(Challiss et al., 1994; Lithi et al., 1994; Sladeczek et al., 1985; Sugiyama et al., 1987;
Willard & Koochekpour, 2013). A influéncia de NEGR1 parece ser sobre ambos os
receptores (MGIuR5 e NMDAR), uma vez que tanto o bloqueio de mGIuRS5 (por CTEP)
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quanto o bloqueio de NMDAR (por MK-801) eliminaram a diferenca da resposta de
Ca?* entre shControle e shANEGR1. Isso sugere que, para que a diferenga da resposta
de Ca?* vista entre a condigdo shControle e ShANEGR1 apareca, é fundamental que
ambos os receptores estejam ativados. No entanto, ndo estdo claros todos os pontos
afetados por shNEGR1.

Além dessa interagao direta entre duas proteinas (NEGR1-mGIuR5), é plausivel
que a NEGR1 exerca um papel mais complexo, interagindo diretamente com o
receptor por meio de ligagbes em cis ou em trans ou em sua forma soluvel (Pischedda
& Piccoli, 2016) com outros receptores de glutamato. Caso a NEGR1 seja capaz de
interagir fisicamente com o NMDAR, isso seria uma explicagéo para a diferenga na
sinalizagdo de Ca?* observada entre neurdnios shControle e ShNEGR1. Além disso,
existe a possibilidade de NEGR1 compor uma plataforma de proteinas (NEGR1-
MGIuR5-NMDAR ou mGIuR5-NEGR1-NMDA). Nesse sentido, a NEGR1 modularia
mGIuR5, que é capaz de modular NMDAR (Sladeczek et al., 1985; Sugiyama et al.,
1987; Willard & Koochekpour, 2013), ou ela atuaria como intermediario, seja
fisicamente ou funcionalmente. No entanto, essas hipoteses precisam ser testadas
em experimentos que avaliem outras possiveis interagdes de NEGR1 e vias afetadas
por ela. Experimentos de Ca?* utilizando glutamato como estimulo em um modelo
mGIuR57- podem ajudar a esclarecer o papel de mGIuR5 na diferenca de resposta
observada, assim como experimentos de Ca?* utilizando NMDA e Glicina como

estimulo, a fim de verificar a ativagao especifica de NMDAR.

Os experimentos de Ca?* demonstram a diferenca de resposta de Ca?* em um
periodo curto de tempo. Para entender como a diminuicdo da resposta de Ca?*
decorrente do estimulo com glutamato na condicdo shNEGR1 pode afetar a
homeostase neuronal a longo prazo e também elucidar o papel de shNEGR1 em
respostas dependentes de NMDAR, foram realizados experimentos de morte celular
induzida por glutamato. Foi observado que na condi¢gdo shControle que sofreu insulto
de glutamato, nao foi observado aumento de morte em relagao ao veiculo, o que vai
contra o esperado. Outros trabalhos demonstram um aumento de até 60% de morte
decorrente do estimulo com glutamato (Batista et al., 2016; Cheung et al., 1998;
Diemert et al., 2012; Doria et al., 2018). Vale ressaltar também que o processo de
transducao por vetor viral é por si s6 estressante para os neurdnios, o que explicaria

porque a morte celular mesmo no veiculo € alta. Outros experimentos de morte celular


https://www.zotero.org/google-docs/?zAMuJK
https://www.zotero.org/google-docs/?zAMuJK
https://www.zotero.org/google-docs/?j6Vo6f
https://www.zotero.org/google-docs/?j6Vo6f
https://www.zotero.org/google-docs/?Zl2Jrs
https://www.zotero.org/google-docs/?Zl2Jrs

50

em neurdnios que nao sofreram transducgao apresentam taxa de morte em torno de
20% quando nao estimulados (Batista et al., 2016; Doria et al., 2013). Os resultados
dos experimentos de morte demonstram também que o insulto de glutamato em
neurénios shNEGR1 € mais danoso (Figura 9 e 10). Os resultados dos experimentos
de morte e de Ca?* parecem conflitantes, visto que o estimulo de glutamato promove
resposta menor de Ca?" em fungdo da diminuicdo da expressdo de NEGRI.
Entretanto, é valido destacar que a diminuicdo da [Ca?*]i em fungdo da NEGR1 é
pequena e talvez insuficiente para conter o processo de excitotoxicidade. Além disso,
o experimento de morte analisa o resultado de um insulto de 24h, ou seja, um estimulo
bem mais prolongado. Assim, hipotetizamos que esse efeito mais danoso produzido
pelo insulto de glutamato em neurdnios shNEGR1 poderia ser devido ao fato que a
presengca da NEGR1 promoveria maior resiliéncia ao insulto de glutamato. Por
exemplo, a diminuicdo da ativacdo de ERK1/2 em neurdnios shNEGR1 (Carvalho,
2022) poderia explicar porque o insulto de glutamato € mais agressivo na condi¢gao
shNEGR1. Também foi demonstrado que o knockdown de NEGR1 diminui a
expressdao de BDNF e ARC/ARG3.1, genes regulados por mGIuRS que promovem a
sobrevivéncia neuronal. A NEGR1, portanto, poderia atuar como neuroprotetora,
promovendo vias de sobrevivéncia neuronal via mGIuR5 ou até mesmo por outros
receptores, como o FGFR2. No entanto, essas vias de protecdo nado foram
diretamente analisadas no presente trabalho no contexto da morte induzida por
glutamato. O trabalho de Singh 2018 demonstrou maior susceptibilidade de animais
NEGR1-- a convulsdes induzidas por pentilenotetrazol (PTZ). O PTZ é um antagonista
dos receptores A do acido gama-aminobutirico (GABA), e suprime a atividade de
sinapses inibitorias, culminando em maior excitagdo neuronal que promove
convulsdes (Shimada & Yamagata, 2018; Squires et al., 1984; Tourov et al., 1996).
Embora o PTZ atue sobre outra classe de receptores, esses resultados sdo uma
evidéncia de que a excitabilidade neuronal esta alterada em animais NEGR1--. Tal
efeito poderia contribuir para a diferenca de resposta observada entre shControle e
shNEGR1 apods estimulo com glutamato, tanto na resposta de Ca?' quanto na

resposta de morte neuronal.

Além da funcgéao ionotropica de NMDAR, sua fungao n&o ionotropica vem sendo
desvendada por experimentos recentes. O NMDAR forma agregados na membrana e

a composicao e localizagao desses agregados, assim como a difusdo do receptor na
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membrana plasmatica, promovem um ajuste fino da excitabilidade neuronal, por uma
ativacao tonica do receptor. As interacdes proteicas de NMDAR sao capazes de
promover ou inibir esses fendbmenos, alterando a homeostase neuronal. Vale lembrar
que a fungédo iénica do receptor ndo é alterada nesses casos (Dupuis et al., 2023). A
encefalopatia anti-NMDAR, por exemplo € uma doenga autoimune na qual auto-
anticorpos se ligam a subunidade GIuN1 do NMDAR (Gleichman et al., 2012; Hughes
et al., 2010) e sem alterar suas propriedades de canal, desregula a difusdo e a
organizagao do conteudo de NMDAR sinaptico (Dean et al., 2022; Kellermayer et al.,
2018). Como resultado, aparecem sintomas psicoticos, discinesia e convulsdes
(Dalmau et al., 2007).

Com base nos resultados de morte celular apresentados, podemos nos
questionar se a NEGR1, como proteina parceira, poderia modular a composicao,
localizagdo e difusdo de NMDAR nos agregados na sinapse, alterando a sua atividade
nao ionotrépica. Experimentos como a avaliagdo da expressédo de NMDAR na regido
sinaptica de neurdnios shNEGR1 poderia ajudar a responder essa pergunta. Caso
seja confirmado que NEGR1 modula a atividade nao iénica de NMDAR, a NEGR1 se
mostraria como excelente alvo terapéutico para doengas que envolvem
excitotoxicidade em sua fisiopatologia, como epilepsias e doencgas
neurodegenerativas (DA e DH). Os experimentos de morte celular com animais
mGIuR57 demonstram que o aumento da morte induzida por glutamato na condigéo
shNEGR1 é independente de mGIuRS, reforgando que outros receptores atuam nessa

resposta.

Os efeitos do knockdown de NEGR1 apontam para sua relevancia para a
homeostase do neurénio, mas também para a fisiopatologia de desordens do sistema
nervoso. As respostas de Ca?* e o glutamato s&o importantes no contexto de doencas
neurolégicas como a DA e outros receptores de glutamato vém sendo estudados como
alvo terapéutico para doengas neurolégicas. Com base nos resultados apresentados
e na literatura corrente, a NEGR1 supostamente poderia atuar como modulador
alostérico endogeno de receptores de glutamato. Experimentos adicionais devem ser

realizados a fim de esclarecer quais receptores sao afetados e por qual mecanismo.
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7. CONCLUSAO

Os resultados apresentados evidenciam a fungdo da NEGR1 em modular
receptores de glutamato. Observamos que a sinalizagdo de Ca?* decorrente do
estimulo de glutamato é diminuida quando se faz o knockdown de NEGR1. Apesar
disso, um insulto prolongado de glutamato, é significativamente mais mais danoso
quando o knockdown de NEGR1 é realizado, sugerindo uma fun¢do neuroprotetora
da NEGR1. O efeito de NEGR1 sobre a sinalizagao de calcio e sobrevivéncia celular
em neurdnios ndo havia sido descrito na literatura. O mecanismo pelo qual esses
fendbmenos acontecem ndo esta elucidado. No entanto, além da interacdo entre
NEGR1 e mGIuRS5 fica evidente o papel de NEGR1 sobre a ativacdo de NMDAR, um
achado inédito na literatura. Portanto, a NEGR1 se apresenta como uma possivel
moduladora endégena de mGIuR5 e NMDAR. Dessa forma, o estudo sobre a NEGR1
€ relevante para a compreensao da fisiologia neuronal e da fisiopatologia de doengas
do SNC.
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ANEXO | - Certificado da Comissao ética no uso de animais (CEUA)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Andlises de proteémica do mGIuR5: foco na proteina reguladora do crescimento
neuronal 1 (NEGR1) e em processos neurodegenerativos.”, protocolo do CEUA: 50/2021 sob a responsabilidade de
Fabiola Mara Ribeiro que envolve a produgdo, manutengao e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899 de 15 de julho de 2009, e com as nhormas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagéo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAQ
DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reunido de
26/04/2021.

Consideragdes posteriores:

26/04/2021 Aprovado na reunido extraordinaria emergencial on-line
do dia 26/04/2021. Validade: 26/04/2021 a 25/04/2026

Belo Horizonte, 20/05/2021.
Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos.ufmg.br/solicite_ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 34094516
www.ufimg.br/bioetica/ceua - cetea@prpg.ufmg.br
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