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ABSTRACT

The metabotropic glutamate receptor 5 (MGIuRb5) is coupled to the Gaq protein.
Stimulation of mGIuR5 leads to activation of cell signaling pathways important for
survival, such as the activation of AKT and extracellular signal-regulated kinase
(ERK) proteins. The cannabinoid receptor 1 (CB1) is coupled to the Gaino protein and
also leads to activation of ERK and AKT. Since previously published data indicate
that there is a close relationship between the glutamatergic and cannabinoid
systems, we investigated a possible link between the activation of CB1 and mGIuR5
to promote neuroprotection of primary cultured corticostriatal neurons. Cell death was
assessed in neurons incubated with glutamate in the presence or absence of
URB597 and JZL184, which are inhibitors of enzymes that hydrolyze anandamida
and 2-AG endocannabinoids, respectively, and the positive allosteric modulator of
mGIuR5, CDPPB. URB597, JZL184 or CDPPB promoted neuroprotection against
neuronal cell death induced by glutamate. Surprisingly, the CB1 antagonist, AM251
reversed neuroprotection induced not only by URB597 and JZL184, but also by
CDPPB. Furthermore, MPEP, which is an mGIuR5 negative allosteric modulator, was
also able to inhibit neuroprotection mediated by CDPPB, URB597 and JZL184.
Moreover, CDPPB, URB597 and JZL184, in the presence or absence of glutamate,
promoted activation of ERK1/2 and AKT above basal levels. However, MPEP and
AM251 were both capable of blocking ERK1/2 and AKT activation mediated by
CDPPB, URB597 and JZL184. In addition, neuroprotection and ERK1/2 and AKT
activation mediated by the tested drugs could not be observed in either mGIuR5
knockout or CB1 knockdown neurons. Thus, mGIuR5 and CB1 appear to activate

similar cell signaling pathways to trigger neuroprotection.



Keywords: Endocannabinoids, neuroprotection, glutamate and excitotoxicity



RESUMO

O receptor metabotropico de glutamato 5 (mGIuR5) é acoplado a proteina
Gag. A estimulacdo do mGIuR5 leva a ativagcdo de vias de sinalizajdo
importantes para a sobrevivéncia celular, tais como a ativacdo das proteinas
AKT e da quinase regulada por sinal extracelular (ERK). O Receptor canabindide
1 (CB1) é acoplado a proteina Gaio € também leva a ativagdo de ERK e AKT. Uma
vez que dados da literatura indicam uma relacdo estreita entre o0s sistemas
glutamatérgico e canabindide, investigamos uma possivel interacdo entre a ativacéo
de CB1 e mGIuR5 para promover neuroprotecdo em neurbnios corticoestriatais em
cultura priméaria. A morte celular neuronal foi avaliada em neurénios incubados com
glutamato na presenca ou auséncia de URB597 e JZL184, que séo inibidores das
enzimas que hidrolisam os canabindides anandamida e 2-AG, respectivamente, e 0
modulador alostérico positivo do mGIluR5, CDPPB. URB597, JZL184 e CDPPB
levaram a neuroprotecdo contra a morte celular neuronal induzida por glutamato.
Surpreendentemente, o antagonista do CB1l, AM251, reverteu a neuroprotecao
induzida ndo s6 por URB597 e JZL184, mas também por CDPPB. Por outro lado,
MPEP, que é um modulador alostérico negativo do mGIuR5, também foi capaz de
inibir a neuroprote¢cdo induzida por CDPPB, URB597 ou JZL184. Além disso,
CDPPB, URB597 e JZL184, na presenca ou auséncia de glutamato, promoveram a
ativacdo de ERK1/2 e AKT acima dos niveis basais. Entretanto, MPEP e AM251
foram capazes de bloquear a ativacdo de ERK1/2 e AKT promovida por CDPPB,
URB597 e JZL184. Além disso, a neuroprotecdo e a ativacdo de ERK1/2 e AKT
estimuladas pelas drogas testadas ndo foram observadas em neurbnios mGIuR5
knockout ou CB1 knockdown. Assim, os receptores mGIuR5 e CB1 parecem ativar

vias de sinalizacao celular semelhantes, as quais conduzem a neuroprotecao.



Palavras—Chave: Endocanabindides, neuroprotecao, glutamato e excitotoxicidade.



1 INTRODUCAO

1.1 Doencas Neurodegenerativas e Excitotoxicidade

As doencas neurodegenerativas sdo caracterizadas pela perda neuronal
progressiva de regides especificas do cérebro, a qual promove sintomas
caracteristicos, de acordo com a regido afetada. Por exemplo, no caso da doenca
de Parkinson (DP), ocorre a degeneracdo dos neurbnios dopaminérgicos da
substancia nigra; ja no caso da doenca de Alzheimer (DA), ocorre a perda
degenerativa de neurénios colinérgicos e serotonérgicos, na doenca de Huntington
(DH), ocorre a morte de neurbnios GABAérgicos (Lorigados-Pedre; Bergado-
Rosado, 2004).

A formacdo de agregados é considerada como uma das principais alteracdes
neuropatolégicas que ocorrem em algumas doencas neurodegenerativas. Tais
agregados sdo formados por componentes protéicos anormais que se acumulam no
cérebro, levando a perda neuronal. Acumulo de B-amiléide (AB) nas placas senis e
de proteina tau hiperfosforilada nos emaranhados neurofibrilares na DA, acamulo
da a-sinucleina nos corpos de Lewy na DP, agregados da proteina huntingtina na
DH; corpos de Pick na deméncia de Pick sdo alguns exemplos (Castellani et al.,
2007; Mattson, 2004; Molina-Holgado et al., 2007). Um mecanismo comum no
desenvolvimento de varios processos neurodegenerativos € a presenca de alteracao
na conformacdo de proteinas por oxidacdo proteica ou dano oxidativo de RNA
gerando estruturas intermediarias que formam oligbmeros soluveis, considerados 0s
mais toxicos, que posteriormente agregam-se, formando protofibrilas e, por fim,
fibrilas que séo consideradas marcadores de neurodegeneracédo (Castellani et al.,

2007; Mattson, 2004; Molina-Holgado et al., 2007).
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1.2 Transmisséao Glutamatérgica
O glutamato € o principal neurotransmissor excitatorio do cérebro de mamiferos,
sendo essencial para uma variedade de processos fisiolégicos (Anborgh et al.,
2005; Difiglia, 1990; Nakanishi; Masu, 1994). Entretanto, também desempenha
um importante papel na morte neuronal excitotéxica (Anborgh et al., 2005;
Difiglia, 1990; Nakanishi; Masu, 1994). Existem dois tipos de receptores de
glutamato: os ionotropicos e 0s metabotropicos. Os receptores ionotrépicos,
receptores de NMDA (NMDAR) e de AMPA-Kainato, sdo canais idnicos,
localizados principalmente no sitio pds-sinaptico, os quais se abrem com a
ligacdo do glutamato, permitindo o fluxo dos fons Ca?* e Na* diretamente para o
interior das células, mediando respostas neurotransmissoras rapidas (MASU et
al., 1991). Os receptores metabotrépicos de glutamato (mGIuRs) sdo acoplados
a proteina G (O’brien et al., 2003). O glutamato tem acdo excitatéria quando
estimula receptores ionotrépicos. Quanto aos receptores metabotrépicos, sua
acdo é modulatéria, podendo ser tanto excitatéria quanto inibitéria (MASU et al.,
1991). Os oito receptores metabotrépicos de glutamato sédo subdivididos em trés
subgrupos (I, Il e 1), que se diferenciam entre si por sua sequéncia,
farmacologia e mecanismo de transmisséo de sinais (Anborgh et al., 2005; Conn
et al., 2005; O’brien et al., 2003). Todos os subtipos dos mGIuRs possuem um
grande dominio amino-terminal, onde esta presente o local de interacdo com o
ligante, o glutamato (Conn; Pin, 1997; O’brien et al., 2003; O’hara et al., 1993).
Em condicdes fisioldgicas, o glutamato liberado a partir de sitios pré-sinapticos
age nos receptores pos-singpticos e promove despolarizacdo, levando ao
desligamento do Mg?* a partir dos NDMARSs, permitindo a passagem de Ca?* para o

meio intracelular. Os receptores AMPA sdo comumente CO-expressos com O0S
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NMDARs nas sinapses, onde em conjunto, contribuem para o processo de
plasticidade sinaptica (Mehta et al., 2013). O processo pelo qual aminoacidos
excitatérios, como por exemplo o glutamato, promovem neurodegeneracdo €
chamado excitotoxicidade, sendo essa a principal causa de morte celular em muitas
doencas agudas do sistema nervoso central (SNC), incluindo acidente vascular
cerebral, traumatismo e epilepsia (Aarts; Tymianski, 2004; Nicholls, 2004). Além
disso, o processo de excitotoxicidade ocorre também em doencas cronicas, como a
esclerose amiotréfica lateral, DP, DA e DH. A liberacdo excessiva e recaptacao
ineficiente de neurotransmissores excitatérios promovem hiperatividade de seus
receptores e, eventualmente, morte neuronal (Aarts; Tymianski, 2004; Nicholls,
2004).

Os mGIuRs do grupo | (mGIuR1 e 5) sdo acoplados a proteina Gaq,
promovendo ativacdo da fosfolipase C (PLC). J& os mGIluRs dos grupos I
(mGIuR2 e 3) e lll (MGIuR4, 6, 7 e 8) sdo acoplados a proteina Gai e associados
a uma reducao da producdo de adenosina monofosfato ciclico (AMPc), sendo
localizados principalmente na regido pré-sinaptica, onde regulam a liberacédo de

neurotransmissores, como o glutamato (Conn; Pin, 1997; O’brien et al., 2003).
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Figura 1: Receptores glutamatérgicos. A ligacao do agonista ao receptor promove ativagado da
proteina G. Gaq ao ser ativada promove ativacdo da fosfolipase C (PLC) que por sua vez

catalisa a hidrélise do fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) em diacilglicerol (DAG) que recruta a

proteina kinase C (PKC) levando a ativacao de algumas proteinas quinases.

Os mGIuRs do grupo | estdo localizados principalmente na regido poés-
sinaptica do neurbnio, e sua ativacdo é acoplada a via do fosfatidilinositol (PI).
Nesta via, a ligacdo do agonista ao seu receptor de membrana promove a
ativacdo da proteina Gaq. Uma vez ativada, ou seja, ligada a guanosina trifosfato
(GTP), a subunidade a se desacopla das subunidades By, ativando a PLC que

catalisa a hidrolise do lipideo de membrana fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2)
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em diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). A DAG permanece na
membrana plasmatica e atua no recrutamento da proteina quinase C (PKC)
dependente de Ca?* (Figura 1). O IP3, hidrossollvel, se difunde pelo citoplasma e
se associa a receptores presentes na membrana do reticulo endoplasmatico
(RE). A ativacado destes receptores de IP3 leva a liberagdo de Ca?* presentes no
RE para o citoplasma, onde esse ion participa da ativacdo da PKC e de varias
outras proteinas (Masu et al., 1991; Ribeiro et al., 2010; Ritzen; Mathiesen;
Thomsen, 2005). A estimulacdo dos receptores mGIuR1/5 também leva a
estimulacdo de outras vias de sinalizacdo importantes para a proliferacdo e
sobrevivéncia celular, tais como a ativacao de proteinas quinases (Figura 1) tais
como a proteina quinase B (AKT) e proteina quinase regulada por sinais
extracelulares (ERK) (Doria et al., 2015; Hwang et al., 2010; Mao et al., 2005;
Masu et al., 1991; O’brien et al., 2003; Ritzen; Mathiesen; Thomsen, 2005).

As proteinas AKT e ERK podem ser ativadas por meio da proteina Homer. A
ativacdo do mGIuR5 promove a formacao de um complexo, que se liga e facilita
a ativacdo da fosfatidilinositol-3-kinase (PI3K) (Doria et al., 2015; Guhan; Lu,
2004; Mao et al., 2005). A PI3K promove fosforilacdo de PIP2 de membrana,
formando PIP3, o qual recruta AKT e PDK1 para a membrana plasmatica. Em
seguida, a PDK1 promove a fosforilagcao e ativacdo da proteina AKT (Hou e Klann

2004; Rong et al., 2003).

1.3 Drogas com ag&o no mGIuR5

Muitos dos agonistas e antagonistas utilizados no estudo da funcéo dos

MGIuRs foram desenvolvidos como anélogos do glutamato e agem por meio da
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ligacdo ao sitio ortostérico do ligante enddgeno (glutamato) ou préximo dele, no
dominio amino-terminal (O’brien et al., 2003).

Os moduladores alostéricos sao substancias que se ligam a um determinado
receptor em uma regido diferente daquela em que se liga o agonista enddgeno (sitio
ortostérico), e somente possuem atividade na presenca do ligante endégeno ou
agonista ortostérico, como o glutamato. O 2-metil-6 (feniletinil) piridina (MPEP),
modulador alostérico negativo (MAN) seletivo do mGIuR5, foi um dos primeiros
compostos com acdo antagonista para o0 mGIUR5. Ele atua estabilizando a
conformacao do receptor na forma inativa, reduzindo a capacidade de o glutamato
formar IP3, sem afetar a afinidade entre o glutamato e seu receptor (Lea; Faden,
2006). Ao contrario dos ligantes enddégenos, os moduladores alostéricos positivos
(MAPs) ndo requerem a presenca de aminoacidos em sua estrutura. Estes
aminoacidos sao polares e carregados, necessitando serem transportados
ativamente através da barreira hemato-encefalica (Ritzen; Mathiesen; Thomsen,
2005). Os MAPs séo relativamente lipofilicos e ndo carregados, o que facilita a sua
passagem através da barreira hemato-encefalica por meio de difusdo passiva. A
ligacdo do 3-ciano-N-(1,3-difenil-1H-pirazol-5-il) benzamida (CDPPB) ao receptor
nao altera a afinidade da ligacdo entre o mGIuR5 e seu agonista, sendo assim, 0s
efeitos modulatérios do CDPPB podem ser estudados sem alterar a ligacdo do

agonista ao receptor (Ritzen; Mathiesen; Thomsen, 2005).
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Adaptado de Déria et al.,2013

Figura 2. Acéo do receptor mGIuRS5. A ligagdo do CDPPB ativa 0 mGIuR5 que consequentemente
ativa a proteina G desencadeando o recrutamento de PIKE e HOMER que ativam AKT e ERK. O
MPEP ao se ligar ao mGIuRS5, inibe a tivagcao dessa cascata e assim, ndo lava a ativagdo de AKT e

ERK.

1.4 Sistema endocanabindide

Os endocanabindides sao reguladores lipidicos, os quais se ligam aos
receptores CB1 e CB2, realizando uma série de fung¢des fisiologicas, inclusive
apresentando potencial neuroprotetor contra excitotoxicidade e danos oxidativos
(Simkins et al., 2012). Ambos sao receptores acoplados a proteina G que, quando
ativada, inibe a enzima adenilato ciclase, aumentando a atividade de canais de

potéssio e inibindo canais de célcio (Piomelli, 2003).



O sistema canabindide enddgeno ou endocanabindide é capaz de modular
uma grande variedade de efeitos fisiolégicos como coordenacdo motora,
cognicdo e memoria dentre outros (Di Marzo; Matias, 2005). Trés compostos
canabindides endogenos ja foram caracterizados, o primeiro é chamado de etanol
amida do acido araquidénico (anandamida), o segundo € o 2-araquidonoil-glicerol (2-
AG), um éster também derivado do acido araquiddnico e o terceiro, 2-araquidonoil-
glicerol-éter. Ha diferenca entre suas concentracdes no tecido nervoso, sendo a
concentracdo de 2-AG cerca de 200 vezes maior que a da anandamida. Entretanto a
distribuicdo deles no encéfalo € similar, pois ambos estdo em maiores
concentracbes no tronco encefalico, estriado e hipocampo e em menores
concentracfes no coértex, diencéfalo e cerebelo (Di Marzo; Matias, 2005).

O receptor CB1 € um dos mais abundantes receptores acoplados a proteina
G no cérebro de mamiferos e é altamente expresso no cerebelo, ganglios da
base, cortex e sistema limbico (Blazquez et al., 2015; Katona e Freund, 2008). O
CB1 é expresso em diferentes populacdes neuronais no cérebro de mamiferos,
participando do processo de cognicdo e coordenacao motora (Allen et al., 2009).
Em neurbnios GABAérgicos ou glutamatérgicos, o CB1 exerce varias funcdes.
Sua funcédo celular mais proeminente € a inibicdo retrograda da liberacdo de
neurotransmissores (Freund; Katona; Piomelli, 2003; Hashimotodani; Ohno-
Shosaku; Kano, 2007). Assim, os receptores CB1 localizados pré-sinapticamente
no terminal axonal dos neurdnios espinhosos médios (MSNs) GABAEérgicos
estdo envolvidos na modulagao da liberacdo do GABA no corpo estriado (Allen et
al., 2009; SteindeL et al., 2013). Ja os receptores CB1 presentes na regido pré-
sinaptica de neurbnios corticais que se projetam no corpo estriado, controlam a

liberagéo de glutamato.
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1.5 Sintese e liberacdo dos endocanabindides

Os endocanabinoides ndo sdo estocados e liberados através de vesiculas como
0S neurotransmissores classicos. Ao invés disso, eles sdo sintetizados e liberados
rapidamente pelos neurbnios em decorréncia de atividade elétrica induzida por
despolarizacdo e consequente influxo de ions calcio (Di Marzo et al., 1998). Além
disso, h&a evidéncias de que a ativacdo de receptores metabotropicos possa induzir a
sintese neuronal de anandamida independentemente de influxo idnico (Giuffrida et
al.,, 1999). Tanto a anandamida quanto o 2-AG sao sintetizados a partir de
fosfolipidios de membrana em neurénios pés-sinapticos, sendo o aumento de calcio
intracelular o fator desencadeante. Portanto, os endocanabindides atuam “sob
demanda”, modulando a atividade dos neurdnios pré-sinapticos apds a ativacao pos-
sinaptica. Tanto a anandamida quanto o 2-AG tém a sua acdo terminada pela
captacdo pelos neurbnios e posteriormente degradados na regido pré-sinaptica

(Hillard; Jarrahian, 2003) (Figura 3).

27



Presynaptic

terminal
Glutamate 2+
or GABA j‘

{)lOF

o e

Ananadamide Ca?+

=8 v &

Arachidonic acid
+ ethanolamine

Postsynaptic
neuron @ 2.A
~ Arachidonoli- vz
Phospholipid glycerol ’

Adaptado de: HumanPhysiology.Academy 2014-2015

Figura 3. Sintese de endocanabindides. A sintese dos endocanabindides ocorre a partir da
clivagem de fosfolipidios de membrana, o fosfolipidio é clivado pela enzima fosfolipase D (PLD)
em Anandamida. PIP 2 é hidrolisado pela PLC, formando DAG que é clivado pela DGL,
formando o 2-AG. Anandamida e 2-AG sao transportados para aturem na regido pré-sinaptica,
levando a ativagdo da proteina Gio, inibindo a enzima Adnilato Ciclase, reduzindo AMPc
intracelular, ativando canais de K* e inibindo canais de Ca?*, reduzindo a liberagdo de

neurotransmissores.
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1.6 Drogas com acao no sistema endocanabindide

Entre os inibidores seletivos da degradacdo de anandamida destaca-se o
URB597, pertencente a uma classe recentemente desenvolvida de carbamatos que
induzem uma inibicéo irreversivel da enzima acido graxo amida hidrolase (FAAH)
(Tarzia et al., 2003). A inibicdo da FAAH induzida pelo URB597 leva a aumento
da anandamida no cérebro (Kinsey et al., 2009). Além disso, dados recentes
publicados pelos nosso grupo demonstraram que o URB597 foi capaz de evitar a
morte de neurdnios hipocampais sob o0 insulto de cocaina, sendo que essa
neuroprotecao foi abolida pelo antagonista CB1, o AM251 (Vilela et al., 2015).

A serina lipase monoacil glicerol lipase (MGL) catalisa a clivagem de 2-AG em
glicerol e acido araquidbénico, o qual é, entdo, reciclado em fosfolipideos de
membrana ou transformado na familia de mediadores lipidicos eicosandides. A
inibicdo da MGL pelo JZL84 é capaz de aumentar os niveis de 2-AG (Piomelli,
2014).

Além dos agonistas 2-AG e anandamida, tem-se ainda o arachidonyl-2'-
chloroethylamide (ACEA), o qual é um canabindide sintético analogo a anandamida
e que se liga ao CB1 com alta afinidade (Hillard et al., 1999). O agonista ACEA se
mostrou neuroprotetor em modelos animais de lesdo no SNC (Bahremand et al.,
2009), sendo seu efeito neuroprotetor observado em regides do cérebro afetadas
por isquemia cerebral, promovendo ainda melhora do dano relacionada a atividade
motora, e reducdo da degeneracdo, morte neuronal e perda dendritica (Mauler et al.,
2003; Youssef et al., 2007). A enzima FAAH pode metabolizar ACEA, assim como
ocorre com a anandamida, mas devido ao ACEA ser um composto sintético, esse é
mais estavel que a anandamida e sua metabolizacdo € mais lenta (Hanus et al.,

2001; Pertwee et al., 2010).
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1.7 Ativacao de CB1 e neuroprotecao

Ha evidéncias que o sistema canabindide possua potencial neuroprotetor.
Estudos demonstraram a eficacia de agonistas canabindides na isquemia cerebral,
na epilepsia e também em modelos animais da DP e outras formas de doencas
neurodegenerativas (Carlini, 2004; Makriyannis; Mechoulam; Piomelli, 2005).

Quando os endocanabindides se ligam ao receptor CB1, desencadeiam uma
série de mecanismos intracelulares tais como: inibicdo da adenilato ciclase, levando
a reducao de AMPc intracelular e de proteinas quinase A (PKA) e a estimulacédo de
sinalizacao de proteinas quinases ativadas por mitogéno (MAP quinase) (Figura 3)
(Lutz, 2002). Estudos in vitro demonstraram que os canabindides podem induzir
ativacdo da ERK, uma vez que a administracdo do canabindide THC promoveu uma
ativacdo da ERK1/2 mediada pelo CB1 no corpo estriado e hipocampo (Daigle;
Kearn; MAckie, 2008). Receptores de canabindides também afetam a sobrevivéncia,
diferenciacéo e sinalizacdo através da ativagdo da fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K)
e Akt (Gomez et al., 2011). O receptor CB1 pode mediar a ativacdo de ERK e AKT
através de um mecanismo dependente de proteina G, envolvendo a ativagdo da
classe IB de PI3K (Galve-Roperh et al., 2002; Gomez del Pulgar et al., 2000).

Um dos efeitos neuroprotetores derivados da ativacdo das vias ERK e AKT
via CB1 é o aumento dos niveis de BDNF (brain derived-neurotrophic factor) ref.
O BDNF é uma neurotrofina abundante no hipocampo e cortex cerebral e tem
efeito positivo sobre a sobrevivéncia dos neurbnios e plasticidade sinéptica.
Além disso, a diminuicdo da expressao dessa proteina tem sido relacionada com o
desenvolvimento de algumas doencas neurodegenerativas, tais como DH e DA

(Zuccato; Cattaneo, 2007; Zuccato et al., 2001).
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Figura 4. Ativacdo do receptor CB1l. Apés formacdo de Anandamida e 2-AG, ambos séo
transportados da regido pés-sinaptica para a pré-sinaptica, se ligam e ativam o CB1. A inibicao
da enzima FAAH pelo URB597, inibe a degradacdo da Anandamida, e da MGL pelo JZL184
evita a degradacgéo do 2-AG, dessa forma, h4 aumento de Anandamida e 2-AG para atuarem no

CB1 levando a ativacdo das proteinas quinases AKT e ERK.

1.8 A importancia da interagdo funcional entre o mGIuR5 e o sistema
endocanabindide

Para que o 2-AG seja sintetizado e liberado, é necessario a acao de duas
enzimas encontradas no pos-sinaptico, PLC-B e diacilglicerol lipase-a (DGL-a)
(Hashimotodani et al., 2005; Lafourcade et al., 2007; Stella et al.,, 1997). Em
sinapses excitatérias, DGL-a co-localiza com 0 mGIuR5 formando um complexo

multiproteico que pode iniciar a sinalizagdo canabinoide retrograda. Este
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complexo, chamado de 2-AG sighalossoma, liga mGIuR5, PLC-f e DGL-a em
uma unica unidade funcional através da proteina Homer (Gregg et al., 2012;
Jung et al., 2012; Piomelli, 2013). PLC-B hidrolisa PIP2 formando DAG que por
sua vez é clivado pela DGL-a, dando origem ao 2-AG (Gregg et al., 2012; Jung
et al., 2007; Piomelli, 2003). Assim, como as duas principais enzimas
responsaveis pela sintese de 2-AG (PLC-B e DGL-a) fazem parte desse
signalossoma e a PLC-B pode ser ativada via mGIuRS, a sintese de 2-AG tem
um aumento robusto devido a estimulacdo de mGIluR5. Além disso, a ativacdo da
proteina Gag pelo mGIuR5 também pode promover um aumento da sintese de
endocanabindides por aumentar a liberacdo de ions calcio dos reservatorios
intracelulares, o qual facilita a sintese de endocanabindides (Drew et al., 2009 e
Mitchell et al., 2009). Por outro lado, endocanabindides também podem modular
a ativacdo de mGIuR5 por regular a liberacdo de glutamato pré-sinaptico (Drew
et al., 2009). Interessantemente, essa inter-relacdo entre mGIuR5 e CB1 é
refletida na modulacdo de varios processos fisiolégicos e patoldgicos, tais como
nocicepcao ( Drew et al., 2009; Gregg et al., 2012; Nyilas et al., 2009), cognicéo
e memoria (Varga et al., 2012), adic¢cdo a cocaina (Yu et al., 2013), Sindrome do
X fragil (TANG; ALGER, 2015) e ansiedade (Gregg et al., 2012; Moreira et al.,
2008).

Como descrito anteriormente, ja foi demonstrado que tanto o CB1 quanto o
MGIUR5 sdo importantes para a neuroprotecéo e ativacao de vias de sobrevivéncia
neuronal. Entretanto, ndo se sabe se esses dois receptores apresentam uma
interacdo funcional para promover neuroprotecdo. Em vista disso, nesse trabalho,
buscaremos estabelecer uma relacdo entre o efeito neuroprotetor ativado por CB1 e

MGIuRS5.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Investigar a interacdo funcional entre 0s componentes dos sistemas
endocanabindide e glutamatérgico nos mecanismos de neuroprotecao envolvendo a

ativacdo de ERK1/2 e AKT através da utilizacdo de neurdnios em cultura primaria.

2.2 Objetivos Especificos:

e Avaliar o potencial neuroprotetor de ativadores canabindides, tais como

URB597 e JZL184, e do modulador alostérico do mGIluR5, o CDPPB;

e Determinar se a neuroprotecao promovida pelo CDPPB, URB597 e JZL184
ocorre através da modulacdo dos sistemas glutamatérgico e endocanabindide

e dos receptores CB1 e mGIuRS5;

e Avaliar, se CDPPB, URB597 e JZL184 s&o capazes de ativar vias

neuroprotetoras como ERK1/2 e AKT;

e Determinar se a ativacdo de ERK e AKT é importante para o efeito

neuroprotetor ativado por CDPPB, URB597 e JZL.184;

e Avaliar se as drogas do sistema endocanabindide e glutamatérgico séo
capazes de modular a liberacdo de glutamato em cultura de neurdnios
corticoestriatais e se essa modulacdo € importante para 0 mecanismo

neuroprotetor;
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e Avaliar se as drogas do sistema endocanabindide e glutamatérgico s&o
capazes de regular a liberacdo de calcio em cultura de neurbnios

corticoestriatal, e, se esse efeito seria relevante para a neuroprotegao.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais:

Acido acético (Sigma Aldrich), acido glutdmico- glutamato (Sigma Aldrich), acido
aminoacético — glicina (Synth), Acrilamida (Sigma Aldrich), anticorpo primério de
coelho anti P Akt- Cell Signaling, anticorpo primario de coelho anti Akt (Cell
Signalling), anticorpo primério de coelho anti P Akt (DB Biotech), anticorpo primario
de coelho anti Akt (DB Biotech), anticorpo primario de coelho anti P ERK1/2 (Cell
Signaling), anticorpo primario de coelho anti ERK1/2 (Cell Signalling), anticorpo
primério de coelho anti Receptor CB1 (Calbiochem), anticorpo priméario de coelho
anti PSD95 (Life Technologies), anticorpo primario de camundongo anti Sintaxina
(Santa Cruz), anticorpo primario de camundongo anti Actina (Santa Cruz), anticorpo
secundario de coelho (Bio Rad Laboratories), anticorpo secundério de coelho Alexa
Fluor 633, anticorpo Secundario de camundongo Alexa Fluor 546,
Arachidonylethanolamide, AEA, Anandamida (Tocris Bioscience), Arachidonoyl 2'-
Chloroethylamide- ACEA (Cayman Chemical), azida de sddio (Sigma Aldrich), azul
de bromofenol (Sigma Aldrich), AM251 (Cayman Chemical), 2-Arachidonylglycerol-
2-AG (Tocris Bioscience), 2-mercaptoetanol (Sigma Aldrich), Bis-acrilamida (Ludwig
Biotech), B27 (Invitrogen), Albumina de Soro Bovino-BSA (Sigma Aldrich), Tris-HCI
0,5M, pH 6,8 (Sigma Aldrich), Tris-HCI 1,5M, pH 8,3 (Sigma Aldrich)

CaCl2 (Sigma Aldrich), 3-Cyano-N-(1,3-diphenyl-1H-pyrazol-5-yl) benzamide -
CDPPB (Tocris Bioscience), corante Bradford (BioRad Laboratories), DAPI
(Molecular Probes/Thermofisher Scientific /EUA), EGTA (Sigma Aldrich), eppendorffs
0,2; 0,6 el,5mL (Axygen / Kasvi), eppendorff 1,5 mL (Eppendorff), estreptomicina
(Invitrogen), FURA 2-AM (Molecular Probes/Thermofisher Scientific /EUA), glicerol
(Sigma Adrich), glucose (Sigma Aldrich), glutamax (Invitrogen), HCI (Synth), HEPES
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(Sigma Aldrich), Inibidor de protease (Sigma Aldrich), JZL184 (Cayman Chemical),
KCI (Sigma Aldrich), @ KH2PO4 (Sigma Aldrich), laminula 18mm (Pré cito
Laboratérios/ Global Trade), leite em p6 desnatado Molico (Nestlé), live/dead viability
(Life Technologies, Foster City, CA, USA), 2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-
benzopyran-4-one hydrochloride-LY294002 (Sigma-Aldrich. St Louis, MO, USA),
meio Neurobasal (Invitrogen/ USA), 2-Methyl-6-(phenylethynyl)pyridine hydrochloride -
MPEP (Tocris Bioscience), membrana de nitrocelulose (Bio Rad Laboratories),
metanol (Sigma Aldrich/ Synth), MgSO4 (Sigma Aldrich), N2 (Invitrogen) NacCl
(Sigma Aldrich), NaoH (Sigma Aldrich), NaHCO3 (Sigma Aldrich), padrdo de peso
molecular Precision Plus protein standards All Blue (Biorad), padrdo de peso
molecular Precision Plus protein Standards Kaleidoscope (Biorad), PBS pH 7,4, TBS
pH 7,4, 2-(2-Amino-3-methoxyphenyl)-4H-1-benzopyran-4-one -PD98059 (Tocris
Bioscience), penicilina (Invitrogen), persulfato de amoénio (Sigma) poli-L-ornitina
(Invitrogen), corante ponceau (Sigma Aldrich), Dodecil Sulfato de Sdédio-SDS
(HEXAPUR/ NEON/Sigma Aldrich), TRIS (Sigma Aldrich), TEMED (Sigma Aldrich)

Triton X100 (Sigma Aldrich), Tween-20 (Sigma Aldrich / Synth), URB597 (Cayman

Chemical).

3.2 METODOS
3.2.1. Modelo de camundongo

O trabalho foi realizado com camundongos selvagens da linhagem C57/BL6
(25-30g), modelos transgénicos BL6 mGIuR5” e WT (animais selvagens), obtidos do
The Jackson Laboratory (Bar Habor, ME, USA) e PI3Ky” presenteado pelo Dr. M.
M. Teixeira (Russo et al., 2011). Os animais foram criados e mantidos no biotério do

Departamento de Bioquimica e Imunologia do Instituto de Ciéncias Biologicas da
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UFMG, em instalacdo propria para animais e mantidos a 23°C em um ciclo de luz
12h claro/escuro, com ragdo e agua fornecidos ad libitum. Os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical e a regido utilizada foi o cOrtex e corpo
estriado. Os procedimentos experimentais utilizados neste trabalho estdo de acordo
com as normas e receberam aprovacdo do CETEA-UFMG (Comité de Etica em

Experimentacdo Animal — UFMG), parecer n°® 03/2011 (Anexo 1).

3.2.2. Cultura primaria de neurénios

As culturas neuronais foram preparadas a partir das regides do cortex e corpo
estriado do cérebro de embrides E15 de camundongos C57/BL6, ou transgénicos
BL6 mGIuR5” e WT e PI3Ky’ . Apds a disseccao, o tecido foi submetido a digestdo
por tripsina, seguido de dissociacéo 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 pg/ml estreptomicina e em
seguida plagueadas em placas de 4 e/ou 12 pocos previamente preparadas com
poli-L-ornitina. As células foram incubadas a 37°C e 5% CO2z ao longo de 9 a 12 dias

in vitro, sendo o meio trocado a cada 4 dias.

3.2.3. Experimento de ativagédo da AKT e ERK1/2

As culturas primarias de embribes E15 de camundongos C57/BL6, ou
transgénicos BL6 mGIuR5” e WT e PI3Ky’ foram incubadas em HBSS (KH2PO4
1.2 mM, NaHCO3 5 mM, HEPES 20 mM, Glucose 11 mM, NaCl 116.35 mM, KCI
4.83 mM, MgS0O4 1.2 mM, CaCl2 2.5 mM), durante 20 min a 37°C. As culturas foram
estimuladas com CDPPB na concentracdo de 100 nM, URB597 na concentragcéao de

1nM, JZL184 na concentracdo de 10 nM, AM251 na concentracédo de 10 nM, MPEP
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na concentracdo de 1 pM e glutamato na concentracdo de 50 uM. Todos pelos
tempos de 7,5 min a 37 °C. Os neurbnios foram lisados em tampao RIPA: Tris-HCI
10 mM pH7,5; NaCl 140 mM; Non-idet P-40 1%; Sodium deoxycolate 1% e SDS
0,1%. A concentracédo proteica foi quantificada e 100 pug de proteina celular total
foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida em condicdo desnaturante
(SDS PAGE), seguido de eletrotransferéncia para membranas de nitrocelulose. Em
todos os experimentos utilizamos como grupo controle os neurdnios nao tratados

com as drogas (NT).

3.2.4. Separacdo das amostras em gel SDS-PAGE, transferéncia para
membrana de nitrocelulose e Western Blot

Para a quantificacdo da concentracdo de proteinas, foi utilizado o método
descrito por (Bradford, 1976). Foi realizada eletroforese em gel desnaturante de
poliacrilamida de acordo com (Laemmli e cols., 1970). O gel de concentracao
utilizado foi: 4% (v/v) de acrilamida/bisacrilamida 29:1 (p/p; Tris-HCI 0,5M, pH 6,8;
SDS 0,1% (p/v); persulfato de amoénio 0,1% e TEMED 0,005% (v/v). O gel de
separacgdo consistiu de 10% (v/v) de acrilamida/bisacrilamida 29:1 (p/p); Tris-HCI 1,5
M, pH 8,7; SDS 0,15% (p/v); Persulfato de aménia 0,1% e TEMED 0,005% (v/v). As
amostras foram preparadas com tampé&o de amostra (composto de SDS 0,2% (p/v);
glicerol 0,2% (v/v); 2-mercaptoetanol 0,32% (v/v); azul de bromofenol 0,0001% (p/v),
Tris-HCI 12,5 mM, pH 6,8) e separadas no gel SDS-PAGE a 200V em tampéao de
corrida (Tris-HCI pH 8,7, NaCl e SDS 0,1% (p/v) pH 8,3). Ao término da eletroforese
prosseguimos a transferéncia das proteinas do gel para uma membrana de
nitrocelulose. Para tal, foi utilizado tampéao de transferéncia (Tris 48 mM; glicina 39

mM; metanol 20% (v/v); 0,013 mM SDS) e um sanduiche composto de papéis filtro,
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esponja e a membrana de nitrocelulose. Ao final da transferéncia, a membrana foi
corada com solucdo de Ponceau S (1% (p/v) e acido acético 10% (v/v)) em agitacao
constante para verificacdo da presenca de bandas proteicas. O experimento de
Western blot foi realizado como descrito por (Ribeiro et al., 2010). Para o
experimento da AKT, as membranas foram bloqueadas com leite desnatado a 10%
em tampédo de lavagem (150 mM de NaCl, 10 mM Tris-HCI, pH 7,4, e 0,05% de
Tween-20™ durante 1 hora e, em seguida, incubadas com anticorpo primario anti- P
AKT 1:1000, em tampao de lavagem contendo 3% leite desnatado overnight. As
membranas foram entéo lavadas 3 vezes por 5 min com tampéao de lavagem (TBS
Tween 0,05%). Em seguida, as membranas foram incubadas com anticorpo
secundario anticoelho conjugado com peroxidase na diluicdo de 1:2500 em tampé&o
de lavagem contendo 3% de leite em pdé desnatado durante 1h. As membranas
foram lavadas trés vezes por 10 min com tampédo de lavagem. A deteccdo dos
imunoblots foi realizada pelo processo de quimioluminescéncia, utilizando o Kit ECL
prime por 5 minutos e expostas ao Image Quant LAS 400. As membranas foram
submetidas ao procedimento de stripping em tampéao de stripping (TRIS pH 6,8 65
mM, SDS 2% e 2-mercaptoetanol 100 mM, adicionado fresco) e foram novamente
bloqueadas. Em seguida, foram incubadas com anticorpo primério anti-AKT21:1000.
Em seguida, foram lavadas e colocadas em anticorpo secundéario anti-coelho
conjugado com peroxidase anti-IgG diluido 1:5000 em tampé&o de lavagem contendo
3% de leite em po desnatado durante 1h. As membranas foram lavadas trés vezes
por 10 min com tampao de lavagem e submetidas ao ECL prime por 5 minutos e
expostas ao Image Quant LAS 400. Para o experimento da ERK1/2, as membranas
foram bloqueadas com BSA a 5% em tampé&o de lavagem (150 mM de NaCl, 10 mM

Tris-HCI, pH 7,4, e 0,1% de Tween-20™ durante 1 hora e, em seguida, incubadas
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com anticorpo primario anti- P ERK 1:1000 em tampéao de lavagem contendo 5% de
BSA overnight. As membranas foram entdo lavadas 3 vezes por 5 min com tampao
de lavagem (TBS Tween 0,1%). Em seguida, as membranas foram incubadas com
anticorpo secundario anticoelho conjugado com peroxidase na diluicdo de 1:5000
em tampao de lavagem contendo 3% de leite desnatado durante 1h. As membranas
foram lavadas trés vezes por 10 min com tampédo de lavagem. A deteccdo dos
imunoblots foi realizada pelo processo de quimioluminescéncia, utilizando o Kit
Immobilon Western Millipore por 5 minutos e expostas ao Image Quant LAS 400. As
membranas foram submetidas ao procedimento de stripping em tampé&o de stripping
(TRIS pH 6,8 65 mM, SDS 2% e 2-mercaptoetanol 100 mM, adicionado fresco) e
foram novamente blogueadas. Em seguida, incubadas com anticorpo primario anti-
ERK 1:1000 overnight. Em seguida, foram lavadas e colocadas em anticorpo
secundario anti-coelho conjugado com peroxidase anti-lgG diluido 1:5000 em
tampdo de lavagem contendo 3% de leite em p6 desnatado durante 1h. As
membranas foram lavadas trés vezes por 10 min com tampdo de lavagem e
submetidas ao kit Immobilon Western Millipore 5 minutos e expostas ao Image

Quant LAS 400.

3.2.5. Ensaio de morte celular

Para o ensaio de morte celular, foi utilizado o kit Live/Dead (Life
Technologies). O Kit é composto pelos reagentes calceina-AM e homodimero de
etideo-1. O teste se baseia no principio de que a calceina-AM é permeavel a
membrana celular, porém, apds ser clivada por esterases contidas em células vivas,
a mesma se torna incapaz de atravessar a membrana, permanecendo retida dentro
da célula e levando a um aumento da fluorescéncia verde ao longo do corpo celular.

O homodimero de etideo-1 s6 é capaz de permear células que apresentem
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membrana danificada, ou seja, em processo de morte. Apds permear a membrana
celular, o homodimero de etideo-1 se liga aos acidos nucléicos, emitindo
fluorescéncia vermelha (Fig. 1). Os neurdnios foram incubados por 4 horas na
auséncia de droga (NT) ou na presenca das drogas com ou sem glutamato, séo
elas: CDPPB 100nM, MPEP 1uM, URB597 1nM, JZL184 10nM, e AM251 10nM.
Apoés incubacdo, os neurbnios foram marcados com calceina-AM (1 uM) e
homodimero de etideo-1 (2 uM), preparado em solu¢cdo PBS 1X por 15 minutos na
incubadora. Apés este tempo, os neurdnios foram lavados trés vezes com PBS 1x
aguecido a 37°C. As fotos foram obtidas por meio do microscopio FLOID (Life
Technologies), utilizando o filtro 488 para as imagens verdes (calceina-AM) e 633
para as imagens vermelhas (homodimero de etideo-1). Consideramos um numero
minimo de 300 células por poco, utilizando o software Image J. O numero de células

mortas foi expresso como porcentagem do numero total de células analisadas.

A Calceina-AM B Homodimero de Etideo-1
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Figura5: Principio do ensaio do teste de viabilidade celular. (A) A calceina-AM, ao atravessar
a membrana celular, é clivada pela enzima esterase, tornando-se incapaz de deixar o interior celular,

0 que promove um aumento da emissdo de fluorescéncia verde (células vivas) ao longo do corpo
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celular. (B) O homodimero de etideo-1 ao atravessar membranas comprometidas, se liga aos acidos

nucléicos e emite fluorescéncia vermelha (células mortas).

3.2.6. Experimento de liberacdo de Ca?* intracelular

Neurbnios em cultura priméaria obtidos a partir de embribes E15 de
camundongos C57 foram plaqueados em placas de 96 pocos tratados com poli-L-
ornitina por 1 h na concentragdo de 7,5%. Os neurdnios foram marcados com 0,2
UM de Fura-2 AM durante 20 min a 37°C. Os neurdnios foram lavados em meio
Krebs (124 mM NaCl, 4 mM KCI, 1.2 mM MgSO4, 10 mM glicose, 25 mM Hepes,
CaCl2 1 mM pH 7.4) e estimulados com as drogas: CDPPB 100 nM, URB597 1 nM,
JZL184 10 nM, MPEP 1 pM, AM251 10 nM e glutamato 50 uM, e a liberagdo de Ca?*
promovida por cada droga foi quantificada por fluorescéncia, através de luz
alternada 340-380 nm, e emissdo de 510 nm utilizando um espectrofluorimetro
(Synergy 2, BioTek® Instruments, Inc, Winooski, EUA). No final de cada
experimento, dodecil sulfato de sédio (SDS) a 10% (0,1% final) foi adicionado para
se obter Rmax seguido por 3,0 M de Tris + 400,0 mM de EGTA (pH 8,6) para Rmin. O
aumento na [Ca?'] foram expressos como percentagem, tendo como 100% [Ca?*]
dos neurdnios estimulados com 50 pM de glutamato. Todos os experimentos foram

realizados em triplicada para cada condicéo.

3.2.7. Experimento de Liberacdo de glutamato

Neurdnios oriundos de cultura primaria obtidos a partir de embrides E15 de
camundongos C57 foram plaqueados em placas de 96 pocos, tratados com poli-L-
ornitina por 1 h na concentracdo de 7,5%. O glutamato liberado pelos neurénios da

cultura primaria foi medido de forma indireta pelo aumento de fluorescéncia devido a
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producdo de NADPH na presenca da enzima glutamato desidrogenase do tipo Il e
de NADP®. A cultura foi incubada com CaCl2 1 mM e NADP* em HBSS e analisadas
em um espectrofluorimetro (Synergy 2, BioTek® Instruments, Inc, Winooski, EUA).
Apos 5 minutos, foram adicionadas 50 unidades por poco de glutamato
desidrogenase e a leitura foi retomada até a fluorescéncia atingir o equilibrio (cerca
de 5 minutos). Posteriormente, as culturas neuronais foram estimuladas durante 5
minutos com as drogas. As curvas de calibragcdo foram realizadas em paralelo
através da adicdo de quantidades conhecidas de glutamato (5 nM/ul) ao meio de
reacdo. Os dados experimentais foram expressos como percentagem, tendo o
glutamato liberado pelos neurdnios estimulados com 10 pM de glutamato como
100%. Os experimentos foram realizados em duplicata por poco, para cada condi¢ao
a 37° C, por 30-50 minutos, com comprimento de onda de excitacdo de 360 nm e de

emissao de 450 nm.

3.2.8. Transfeccdo com siRNA através de eletroporacéo

Durante o processo de preparacdo da cultura primaria, os neurdnios foram
submetidos a eletroporacdo usando o kit para transfeccdo mouse neuron
nucleofector (Lonza, USA), de acordo com as instrucfes do fabricante. Antes de
serem plagueadas, um total de 2X108 células de neurdnios corticoestriatais foram
incubadas com 30 pmol de siRNA controle negativo ou siRNA CB1 (Santa Cruz,
USA) e colocadas em cubetas préprias para eletroporacdo. A eletroporacao foi feita
usando o aparato Amaxa Nucleofector Il Device, programac¢do O-005. Apés, as
células foram ressuspendidas em neurobasal e transferidas para placas tratadas

com poli-L-ornitina por 1 h na concentracdo de 7,5%. Apds 4 horas foi retirado todo o
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meio neurobasal e adicionado um neurobasal novo e, entdo, as células foram

incubadas nas mesmas condi¢cdes que as células ndo eletroporadas.

3.2.9. Andlise estatistica

Bandas né&o saturadas de AKT, ERK, CB1 e B actina foram quantificadas por
sistema de densitometria Optica utilizando o Software Image J (National Institute of
Mental Health). Os valores obtidos para AKT e ERK-fosforiladas foram normalizados
pelos valores da AKT e ERK total, e CB1 foram corrigidas pela 3 actina. A média e o
erro padrao foram calculados para o nimero de experimentos independentes, como
indicados nas legendas das figuras. O programa GraphPad PRISM (versao 5
GraphPad Software Inc.) foi utilizado para as analises estatisticas, que foi
determinada pelo método ANOVA de uma via e os mesmos foram considerados
estatisticamente diferentes para valores de p < 0,05.

As imagens obtidas no ensaio de morte neuronal foram analisadas utilizando
o Software Image J® (National Institute of Mental Health. A média e o erro padrao
foram calculados para o numero de 4 ou mais experimentos independentes, como
indicados nas legendas das figuras. O programa Graph Pad PRISM (versédo 5 Graph
Pad Software Inc.) foi utilizado para as andlises estatisticas, que foi determinada
pelo método ANOVA, seguido de teste (post-hoc) Bonferroni, sendo que os

resultados foram considerados estatisticamente diferentes para valores de p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Efeito de diferentes concentracdes de AM251 na morte neuronal

Dados publicados por nosso grupo de pesquisa indicam que o sistema
endocanabindide exerce fungdes neuroprotetoras contra varios insultos (Vilela et al.,
2015). Dessa forma, levantamos a hipétese de que a inibicdo das enzimas que
promovem a degradacdo de endocanabindides poderia exercer efeito neuroprotetor
por aumentar os niveis de anandamida e 2-AG. Assim, resolvemos investigar a
neuroprotecao induzida por inibidores das enzimas FAAH e MGL, URB597 e JZL184
respectivamente, frente ao insulto de glutamato. Para tal, ap6s o periodo de
incubacdo com as drogas, culturas de neurdnios corticoestriatais obtidas a partir de
embrides E15 de camundongos foram incubadas com calceina-AM (marcador de
células vivas) e homodimero de etideo-1 (marcador de células mortas) por 15
minutos e avaliados em microscopio de fluorescéncia, sendo que a morte foi
determinada como o percentual de células mortas. Quando a cultura de neurénios
foi incubada por 20 h com 50 uM de glutamato, observou-se morte neuronal entre
45-50% (Fig. 6). Interessantemente, a morte neuronal induzida por glutamato foi
prevenida quando os neurénios foram incubados com glutamato na presenca de 1
nM de URB597 (Fig. 6). Esses dados indicam que o URB597 apresenta potencial
neuroprotetor contra o insulto de glutamato. Com o intuito de avaliar a concentracao
do AM251 capaz de reverter a neuroprotecao induzida pelo URB597 contra o insulto
de glutamato, mas que ndo causasse morte neuronal elevada na auséncia de
glutamato, a cultura de neurdnios corticoestriatais foi incubada com AM251 nas
concentragdes de 0,001 nM, 0,01 nM, 0,1 nM, 1 nM, 10 nM, 100 nM, 500 nM e 1000
nM, na presenga ou ha auséncia de glutamato 50 uyM e URB597 1 nM por 20 horas.

Foi observado que na auséncia de glutamato algumas concentragbes de AM251
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foram capazes de causar morte acima dos niveis basais, sendo que 100, 500 e 1000
nM de AM251 levaram a morte neuronal a niveis tdo elevados quanto o glutamato e
por isso nado foram implementadas em estudos posteriores (Fig. 6). As
concentracbes de 10 nM, 100 nM, 500 nM e 1000 nM de AM251 reverteram a
neuroprotecdo induzida pelo URB597 (Fig. 6). Assim, em estudos posteriores
utilizamos a concentracdo de AM251 de 10 nM, visto que foi a Unica dose que se
mostrou eficiente em reverter a neuroprotecdo promovida por URB597, porém sem

causar morte neuronal semelhante ao glutamato.
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Fig. 6. Efeito de diferentes concentragcdes de AM251 na morte neuronal. O grafico mostra a
porcentagem de morte celular de neurénios tratados com AM251 0,001 nM, 0,01 nM, 0,1 nM, 1 nM,
10 nM, 100 nM, 500 nM e 1000 nM na presenca ou na auséncia de glutamato 50 yM e URB597 1nM.
Os dados representam a meédia de quatro experimentos independentes. # indica diferenca
significativa em comparacdo ao grupo tratado com glutamato. * indica diferencas significativas em

comparacao a morte basal (p<0.05), n=4.
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4.2. Efeito de diferentes concentracdes de MPEP na morte neuronal

Ja estd bem estabelecido na literatura que os MAPs do mGIuR5, tais como
CDPPB, podem ativar vias neuroprotetoras, levando a ativacdo de AKT e ERK, e
gque o MAN MPEP, que atua como antagonista do mGIuR5, pode inibir esse efeito
(Doria et al., 2015; Hou, 2004; Rong et al., 2003). A fim de avaliar a concentracao do
MPEP que revertesse a neuroprotecdo induzida por CDPPB contra o insulto de
glutamato, mas que ndo causasse morte neuronal a niveis tdo altos quanto o préprio
glutamato, a cultura de neurdnios corticoestriatais foi incubada com MPEP 0,1 puM,
0,5 uM, 1 pM, 5 pM e 10 uM, na presenga ou na auséncia de glutamato 50 uM e
CDPPB 100 nM por 20 horas. Foi observado que na auséncia de glutamato,
algumas concentracdes de MPEP podem causar morte acima dos niveis basais, e
que seu efeito € concentracdo dependente (Fig. 7). Foi observado ainda que as
concentracoes de MPEP de 1 pM, 5 uM e 10 uM revertem a neuroprotecao induzida
pelo CDPPB, porém causam tanta morte quanto o glutamato (Fig. 7). Em vista disso,
a concentracdo de MPEP utilizada em estudos posteriores foi de 1 uM por ser a

menor concentracao capaz de reverter a neuroprotecdo promovida pelo CDPPB.
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Fig. 7. Efeito de diferentes concentracdes de MPEP na morte neuronal. O gréfico mostra a

porcentagem de morte celular de neurénios tratados com MPEP 0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM, 5 uM e 10 uM
na presenca ou na auséncia de glutamato 50 yM e CDPPB 100 nM. Os dados representam a média
de quatro experimentos independentes. # indica diferenca significativa em comparacdo ao grupo

tratado com glutamato. * indica diferencas significativas em comparacao a morte basal (p<0.05), n=4.

4.3. Efeito do AM251 em diferentes tempos na morte neuronal

Durante os experimentos de concentracdo resposta, foi observado que o
AM251 causa morte neuronal acima dos niveis basais e que esse efeito era
concentracédo dependente. Com o objetivo de diminuir o efeito téxico do AM251, foi
realizada uma curva de tempo. Para tal, culturas neuronais foram incubadas com
AM251 10 nM, na presenga ou ha auséncia de glutamato 50 uM e URB597 1 nM por
2,4, 6, 10 e 20 horas. Foi observado que a morte neuronal causada pelo AM251 é
tempo dependente (Fig. 8). No tempo de 4 horas, o AM251 se mostrou capaz de

reverter o efeito neuroprotetor induzido por URB597, sendo que a morte neuronal
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induzida pelo AM251 na auséncia de glutamato e URB597 nesse tempo de
incubacédo foi bem menor do que nos outros tempos analisados e inferior a induzida
por glutamato (Fig. 8). Com 2 horas, o AM251 ndo causa morte acima do basal,
porém ndo é capaz de anular o efeito neuroprotetor do URB597. Para todos o0s

tempos testados o glutamato causa morte acima do nivel basal (Fig. 8).
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Fig. 8. Efeito do AM251 10 nM em diferentes tempos na morte neuronal. O grafico mostra a
porcentagem de morte celular de neur6nios tratados com AM251 10 nM, na presenc¢a ou ha auséncia
de glutamato 50 uM e URB597 1 nM pelos tempos de 2, 4, 6, 10 e 20 horas. Os dados representam a
média de quatro experimentos independentes. # indica diferenca significativa em comparacdo ao
grupo tratado com glutamato. * indica diferencas significativas em comparacdo a morte basal

(p<0.05), n=4.
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4.4. Efeito do MPEP sobre a morte neuronal em diferentes tempos

Similar ao que ocorreu com o0 AM251, o MPEP também causa morte neuronal
acima dos niveis basais e esse efeito também € dose dependente. Para testar em
qual tempo o MPEP reverteria a neuroprotecao induzida por CDPPB contra o insulto
de glutamato e ndo causaria morte acima dos niveis basais, culturas neuronais
foram incubadas com MPEP 1 uM, na presencga ou na auséncia de glutamato 50 yM
e CDPPB 100 nM, por 2, 4 e 20 horas. Foi observado que no tempo de 4 horas, 0
efeito neuroprotetor induzido por CDPPB era revertido pelo MPEP (Fig. 9). Além
disso, no tempo de 4 horas o MPEP, na auséncia de glutamato e CDPPB, néo
promoveu morte neuronal acima dos niveis basais. No tempo de 2 horas, o MPEP
nao causa morte acima do basal, porém ndo anula o efeito neuroprotetor do CDPPB.
Para todos os tempos testados o glutamato causa morte acima do nivel basal (Fig.
9). Em vista disso, escolheu-se o tempo de 4 h para a incubacdo dos neurénios com

as drogas testadas.
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Fig. 9. Efeito do MPEP 1 uyM em diferentes tempos na morte neuronal. O grafico mostra a
porcentagem de morte celular de neurbnios tratados com MPEP 1 uM, na presenc¢a ou na auséncia
de glutamato 50 yM e CDPPB 100 nM pelos tempos de 2, 4 e 20 horas. Os dados representam a
média de quatro experimentos independentes. # indica diferenca significativa em comparagdo ao
grupo tratado com glutamato. * indica diferencas significativas em comparagdo a morte basal

(p<0.05), n=4.

4.5. Determinacao das concentracdes do inibidor da hidrélise do 2-AG (JZL184)

efetivas para ainducao do efeito neuroprotetor

Trabalhos anteriores publicados por nosso grupo ja haviam estabelecido que
as doses de 100 nM de CDPPB e 1 nM de URB597 eram ideais para a promocéao de
neuroprotecdo em cultura priméaria de neurdnios estriatais e hipocampais (Doria et

al., 2013; Vilela et al., 2015). Devido a participacdo do mGIuR5 na sintese e

51



liberacdo do 2-AG através do complexo signalossoma (Gregg et al., 2012; Piomelli,
2013), resolvemos investigar o papel neuroprotetor do 2-AG através da inibicdo de
sua hidrolise pela MGL. Para tal, incubamos a cultura de neurdnios corticoestriatais
com 10 nM, 100 nM e0 1 puM de JZL184, na presenca ou ha auséncia de glutamato
50 uM e AM251 10 nM por 4 horas. Pode-se observar que 0 JZL184 ndo se mostrou
téxico em nenhuma das concentracdes testadas, pois 0 mesmo nao levou a morte
neuronal acima dos niveis basais (Fig. 10). Quando adicionado junto ao glutamato, o
JZL184 reduziu a morte induzida por insulto de glutamato (Fig. 10). Além disso, 0
AM251 10 nM foi eficiente em anular o efeito neuroprotetor do JZL184 (Fig.11),

indicando que a neuroprotecado € dependente de CB1.
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Fig. 10. JZL184 Promove neuroprotecdo contra o insulto de glutamato em diferentes

concentracdes. O grafico mostra a porcentagem de morte celular de neurdnios tratados com JZL184
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10 nM, JZL184 100 nM, JZL184 1uM na presenca ou na auséncia de glutamato 50 yM e AM251 10
nM. Os dados representam a média de quatro experimentos independentes. # indica diferenca
significativa em comparacdo ao grupo tratado com glutamato. * indica diferencas significativas em

comparacao a morte basal (p<0.05), n=4.

4.6. CDPPB, URB597 e JZL184 protegem os neurdnios da morte induzida por
glutamato em um mecanismo dependente tanto de mGIuR5 quanto de CB1
Sabendo-se que as drogas estudadas possuem potencial neuroprotetor,
incubamos a cultura priméaria de neurdnios corticoestriatais com CDPPB 100 nM,
URB597 1 nM e JZL184 10 nM na presenca de 50 uM de glutamato por 4 horas. Foi
observado que CDPPB, URB597 e JZL184 promovem protecdo contra a morte
induzida por glutamato, visto que o numero de células mortas (vermelho) foi
radicalmente diminuido quando os neurbénios foram incubados com glutamato na

presenca das drogas neuroprotetoras (Fig. 11).
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Fig. 11. CDPPB, URB597 e JZL 184 protegem o0s neurdnios da morte induzida por glutamato.
(A, C, E, G e I). Imagem representativa de neurfnios corticoestriatais marcados com Calceina-AM
(células vivas, verde). (B, D, F, H e J). Neurbnios corticoestriatais marcados com homodimero de
etideol (células mortas, vermelho). As figuras A e B mostram a morte basal destes neurdnios. As
figuras C e D mostram a morte neuronal por insulto de 50 uM de glutamato. As figuras E e F mostram

a morte neuronal induzida por glutamato 50 uM na presenca de CDPPB 100 nM; G e H mostram a
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morte neuronal induzida por glutamato 50 yM na presenca de URB597 1 nM e | e J mostram a morte

neuronal induzida por glutamato 50 uM na presenca de JZL184 10 nM, n=4,

4.7. A neuroprotecao induzida por CDPPB, URB597 e JZL184 ¢é bloqueada por

antagonistas do mGIuR5 e CB1

Foi demonstrado por (Doria et al., 2015) que o PAM do mGIuR5, CDPPB, é
neuroprotetor em cultura primaria de neurdnios estriatais. Corroborando esses
resultados, foi observado que CDPPB 100 nM preveniu a morte de neurdnios
corticoestriatais causada pelo insulto de glutamato (Fig. 12A). Ao bloquear o
MGIuR5 com MPEP 1 pM, o efeito neuroprotetor do CDPPB foi anulado (Fig. 13A).
Para avaliar a funcdo do receptor CB1 na neuroprotecdo mediada por CDPPB, a
cultura foi tratada com AM251. 10 nM de AM251 suprimiu o efeito neuroprotetor do
CDPPB (Fig. 12A). Isso indica que a neuroprotecdo via CDPPB é dependente ndo
s6 de mGIuR5, mas também de CB1. A degradacdo de anandamida e 2-AG pelas
enzimas FAAH e MGL pode ser prevenida por URB597 e JZL184, respectivamente,
aumentando os niveis desses endocanabindides (Kathuria et al., 2003; Long et al.,
2009). Para testar se o aumento dos niveis de anandamida e 2-AG através do
bloqueio de FAAH e MGL iria promover neuroprotecao contra o insulto de glutamato
50 pM, a cultura foi incubada com URB597 1 nM e JZL184 10 nM. Tanto URB597
(Fig. 9B) quanto JZL184 (Fig. 12C) foram capazes de proteger as células da morte
induzida pelo glutamato. A neuroprotecao foi dependente do receptor CB1, porque o
AM251 foi eficaz em bloquear a sobrevivéncia neuronal mediada por URB597 (Fig.
13B) e JZL184 (Fig. 12C). No entanto, MPEP também foi capaz de anular a
neuroprotecdo mediada por URB597 (Fig. 12B) e JZL184 (Fig. 12C). O mGIuRS é

importante para a sintese de endocanabindides e seu bloqueio pode levar a redugéo
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dos niveis dos endocanabindides (Jung et al., 2007), o que poderia explicar porque o
bloqueio do mGIuR5 através do MPEP levaria a uma diminuicdo da neuroprotecao

induzida por URB597 e JZL184.
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Fig. 12. A neuroprotecdo induzida por CPPB, URB597 e JZL184 é bloqueada por antagonistas
do mGIuR5 e CB1. (A) o grafico mostra a morte celular de neurdnios corticoestriatais em cultura

primaria, nao tratados (-) ou tratados (+) com glutamato 50 uM, MPEP 1 uM, AM251 10 nM, (A)

CDPPB 100 nM, (B) URB597 1 nM, e (C) JZL184 10 nM por 4 h. Os dados representam a média de
quatro experimentos independentes. * indica diferenga significativa em compara¢éo ao grupo tratado

com glutamato. (p<0.05), n=4.

4.8. A neuroprotecdo induzida por agonistas canabindides € totalmente

revertida por AM251 e parcialmente por MPEP

Anandamida, 2-AG e arachidonyl-2'-chloroethylamide (ACEA) sdo agonistas
diretos dos receptores canabindide e, portanto, seu efeito neuroprotetor deveria ser
independente de mGIUR5, caso a ativacdo desse receptor sO seja importante para
aumentar os niveis de endocanabindides através de sintese. Para testar essa
hipétese, incubamos culturas de neurbnios com anandamida, 2-AG ou ACEA, na
presenca ou na auséncia de glutamato, AM251 e MPEP. Os trés agonistas
canabindides testados foram capazes de prevenir a morte neuronal induzida pelo
insulto de glutamato (Fig. 13). O AM251 foi eficaz em bloguear esse efeito, no
entanto, o bloqueio do mGIuR5 pelo MPEP apenas propiciou uma reversao parcial
da neuroprotecdo promovida pela anandamida, 2-AG e ACEA (Fig. 13). Esses dados
indicam que o mGIuR5 pode ser importante ndo sé para a sintese de
endocanabindides, visto que a reversdo da neuroprotecdo foi apenas parcial, mas
gue também possa ser importante como agente neuroprotetor direto, cooperando

com o CB1 para a sobrevivéncia neuronal.
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Fig. 13. A neuroprotecdo induzida por agonistas canabindides € revertida totalmente por
AM251 e parcialmente por MPEP. (A) o grafico mostra a morte celular de neur6nios corticoestriatais

em cultura primaria, nao tratados (-) ou tratados (+) com glutamato 50 uM, anandamida 10 nM, 2-AG
10nM, ACEA 1nM, MPEP 1 uM, AM251 10 nM por 4 h. Os dados representam a média de seis

experimentos independentes. * indica diferenca significativa em compara¢do ao grupo tratado com

glutamato. (p<0.05), n=6.

4.9. O tratamento com CDPPB, URB597 e JZL184 né&o altera a liberacdo de

glutamato em cultura de neurdnios corticoestriatais

A diminuicdo da liberacdo de glutamato por terminais pré-sinapticos
glutamatérgicos € um dos mecanismos neuroprotetores propostos induzidos pela
ativacdo de CB1 (Marsicano et al., 2003; Shen et al., 1996). Entéo, testamos se as
drogas neuroprotetoras testadas poderiam reduzir a liberagéo de glutamato e assim
promover neuroprotecdo. Na auséncia do insulto de glutamato, nenhuma das drogas

testadas, CDPPB, URB597, JZL184, MPEP e AM251, alteraram a liberagédo de
58
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glutamato, quando comparado com o0s niveis basais (Fig. 14). Além disso, na
presenca de glutamato, CDPPB (Fig. 14A), URB597 (Fig. 14B) e JZL184 (Fig. 14C)
também néo foram eficientes para alterar os niveis de glutamato extracelular. A
literatura relata que os endocanabindides podem diminuir a liberacdo de glutamato.
Mas como o insulto usado para provocar morte celular € o proprio glutamato, é
provavel que diminuir a liberacdo de glutamato ndo tenha um papel importante no

mecanismo neuroprotetor.
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Figure 14. O tratamento com CDPPB, URB597 e JZL 184 ndo altera a liberacdo de glutamato. O
grafico mostra os niveis de liberagédo de glutamato em cultura priméaria de neurdnios corticoestriatais,
nao tratados (-) ou tratados (+) com glutamato 50 uM, MPEP 1 uM, AM251 10 nM, (A) CDPPB 100

nM, (B) URB597 1 nM e (C) JZL184 10 nM por 5 minutos. Os dados representam a média de seis
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experimentos independentes. * indica diferencga significativa em comparagéo ao grupo tratado com

glutamato. (p<0.05), n=6.

410. O tratamento com CDPPB, URB597 e JZL184 nadao modifica a

concentracdo de Ca?* intracelular

Também avaliamos os niveis de Ca?* intracelular em culturas neuronais, pois
um possivel mecanismo de sobrevivéncia celular seria diminuir 0s niveis
intracelulares deste ion. Na auséncia de glutamato, nenhuma das drogas testadas
aumentou o Ca?* intracelular acima dos niveis basais. Ao estimular a cultura com
glutamato, os niveis de Ca?* intracelular aumentaram significativamente (Fig. 15), o
que poderia contribuir para a excitotoxicidade neuronal. No entanto, CDPPB (Fig.
15A), URB597 (Fig. 15B) e JZL184 (Fig. 15C) ndo foram eficazes em diminuir o
aumento dos niveis de Ca?* intracelular induzido por glutamato. Portanto, o
mecanismo de sobrevivéncia celular induzida por CDPPB, URB597 e JZL184 em
neurdnios sob o insulto de glutamato n&o parece envolver a redugéo da liberagéo de

glutamato ou diminuicédo dos niveis de Ca?* intracelular.
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Figure 15: O tratamento com CDPPB, URB597 e JZL184 n&do modifica a concentragdo de Ca?*
intracelular. O gréafico mostra os niveis de concentracdo de Ca?* intracelular em cultura primaria de
neurdnios corticoestriatais, ndo tratados (-) ou tratados (+) com glutamato 50 yM, MPEP 1 uM,
AM251 10 nM, (A) CDPPB 100 nM, (B) URB597 1 nM e (C) JZL184 10 nM por 5 minutos. Os dados
representam a média de seis experimentos independentes. * indica diferenca significativa em

comparacao ao grupo tratado com glutamato. (p<0.05), n=6.
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4.11. CDPPB, URB597 e JZL184, aumentam a fosforilacdo de ERK1/2 em

cultura de neurdnios corticoestriatais

A literatura relata que os receptores mGIuR5 e CB1 podem ativar vias de
sobrevivéncia celular semelhantes, por exemplo, MEK/ERK1/2 e PI3K/AKT (Hou e
Klann 2004; Rong et al., 2003; Gémez del Pulgar et al., 2000; Ribeiro et al., 2010;
Galve-Roperh et al., 2002). Por isso, investigamos se a ativagcao da proteina ERK1/2
pode estar envolvida no mecanismo neuroprotetor ativado pelo mGIuR5/CB1. Ao
estimular a cultura primaria de neurbnios corticoestriatais com CDPPB, este foi
capaz de fosforilar e assim ativar a ERK1/2 acima dos niveis basais na auséncia ou
presenca de glutamato (Fig. 16A). O tratamento prévio com AM251 ou MPEP
preveniu essa ativacdo (Fig. 16A). URB597 e JZL184 também foram eficazes em
ativar ERK1/2 acima dos niveis basais. Semelhante ao que ocorreu com o CDPPB,
AM251 e MPEP também bloqueou a ativacdo da ERK1/2 mediada por URB597 e

JZL184 (Fig. 16B e 16C).

63



N
(=3
o

-
(5]
o

(=3
o

o
(=]

al 1ll T

ERK phospho/total (%)

glutamate 50uM - + - + - - + +
CDPPB 100nM - : + + - - 4 +
MPEP 1M - - - & + - + g
AM251 10nM - - = - - + - +

Phospho GRS GINE SN s WER S =44 KD
FE)RK 42 KD:

Total ERK e e PRE——— } ] H

W

ERK phosphol/total (%)
N
(=3
o

-
o
o

-
(=3
(=]

o
o

-]

-

glutamate 50pM - + - + ” =
URB597 1nM - - + + = -
AM251 10nM - = - = + =
MPEP 1M - - - = - +

T
o+ o+

PhoSPhO o e IS S S S S o zi4KDa
ERK

4
Total ERK wes G NS GHND e IS S m— = (D

(@

& 200
B ~ e
98 150 *
r]
5100 —_ =
]
o
| 50
w 0
glutamate 50uM - + - + - - + +
JZL184 10nM - o + s - - 3 +
AM251 10nM - - - < + - oY -
MPEP 1uM - . = : - A
PhosSpho s _44 KD,
ERK Gl T eaab b D e =42 KDa
Total ERK " @il s s s s s =2‘2‘§Bg

Fig. 16. Fosforilacdo de ERK1/2 mediada por CDPPB, URB597 e JZL184 é dependente de
mGIuR5 e CB1. Sdo mostrados imunoblots representativos da expressdo de fosfo-ERK1/2 (painel

superior) e total-ERK1/2 (painel inferior) e os graficos ilustram a andlise densitométrica de fosfo-
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ERK1/2 normalizados pela expressdo de total-ERK1/2 em neurdnios corticoestriatais em cultura
primaria que nao receberam tratamento (-) ou que foram tratados (+) com glutamato 50 uM, MPEP 1
UM, AM251 10 nM, (A) CDPPB100 nM, (B) URB597 1 nM, e (C) JZL184 10 nM por 7,5 min. 100 ug de
lisado celular foi utilizado para cada amostra. Os dados representam a média de quatro experimentos
independentes. * indica diferenca significativa em comparac¢do ao grupo tratado com glutamato.

(p<0.05), n=4.

4.12 CDPPB, URB597 e JZL184 aumentam a fosforilagdo de AKT em cultura de

neurdnios corticoestriatais

Assim como ocorre com a ERK1/2, a AKT também pode ser ativada por CB1
e mGIuR5 (Hou e Klann 2004; Rong et al., 2003; Gémez del Pulgar et al., 2000;
Ribeiro et al., 2010; Galve-Roperh et al., 2002). Para investigar se a ativacdo da
proteina AKT pode estar envolvida no mecanismo neuroprotetor mGIuR5/CB1,
estimulamos culturas primarias de neurénios corticoestriatais com CDPPB. Esse
MAP do mGIuRS5 foi capaz de fosforilar e assim ativar a AKT acima dos niveis basais
na auséncia ou presenca de glutamato (Fig. 17A). O tratamento prévio com AM251
ou MPEP preveniu essa ativacdo (Fig. 18A). URB597(Fig. 18B) e JZL184 (Fig. 17C)
também foram eficazes, ativando AKT acima dos niveis basais. Semelhante ao que
ocorreu com o CDPPB, AM251 e MPEP também bloquearam a ativacdo da AKT
induzida por URB597 e JZL184 (Fig. 17B e 17C). Esses dados sugerem que
MGIUR5 e CB1 trabalham cooperativamente para a ativacédo de vias de sinalizacéo

gue promovem sobrevivéncia neuronal.

65



>

N
o o
o o

o
o

KT phospholtotal (%)
2328

0

glutamate 50uM - + - +- - - + &
CDPPB 100nM - - + * - - + +
MPEP 1uM - - D - ¥ - + -
AM251 10nM - - - & - + i *
Phospho

AKT‘.- W S— S e W w64 KDa

Total AKT " sy s [ p——— — - G4 KDa

vy

- a NN
o o o
e o o

AKT phospholtotal (%)
(=
=]

5:l|_| i

glutamate 50uM - + - + - - + %
URB597 1nM - & + + - - £ +
AM251 10nM - “ - “ + - + “
MPEP 1uM - - - o - + . *

Phosg:zg‘ T — — — — — ‘-—/—64KDa

Total AKT " S G Shh Sl sl @l @med® — G4 KDa

(@

I )
g O g1 o &
S © 6 © ©

0

glutamate 50uM
JZL184 10nM
AM251 10nM
MPEP 1uM

AKT phosphol/total (%)

R Y.
R I
U N
I R R ]
+ o
CIE B K
G UL 3

Phos:2$—~- B S S e S 64 KDa

Total AKT S S S ) Gl Sl S S — 64 KDa

Fig. 17. Fosforilagdo de AKT mediada por CDPPB, URB597 e JZL 184 é dependente de mGIuR5
e CB1. S&do mostrados imunoblots representativos da express@o de fosfo-AKT (painel superior) e
total-AKT (painel inferior) e os gréficos ilustram a analise densitométrica de fosfo-AKT normalizados
pela expressdo de total-AKT em neurbnios corticoestriatais em cultura primaria que ndo receberam

tratamento (-) ou que foram tratados (+) com glutamato 50 uM, MPEP 1 uM, AM251 10 nM, (A)
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CDPPB100 nM, (B) URB597 1 nM, e (C) JZL184 10 nM por 7,5 min. 100 ug de lisado celular foi
utilizado para cada amostra. Os dados representam a média de quatro experimentos independentes.

* indica diferenca significativa em comparacao ao grupo tratado com glutamato. (p<0.05), n=4.

4.13 CDPPB, URB597 e JZL 184 ndo séo capazes de promover neuroprotecao e
ativar ERK1/2 e AKT em cultura primaria de neurdnios corticoestriatais
mGIuR5™

Para determinar se o resultado obtido com o blogueio farmacolégico dos
receptores poderia ser reproduzido por knockout genético, usamos neurdnios
corticoestriatais em cultura primaria obtidos a partir de embrides mGIuR5” e
incubamos com as drogas neuroprotetoras sob as mesmas condicdes dos
experimentos anteriores, por 4 horas, na auséncia e na presenca de glutamato. Foi
possivel observar que no caso dos neurdnios mGIuR5”-, a morte celular basal foi ja
mais elevada quando comparada com a morte de neurénios mGIuR5**. Além disso,
o tratamento com CDPPB, URB597 e JZL184 na auséncia de glutamato, provocou
niveis mais elevados de morte celular dos neurénios mGIuR5” do que no caso dos
neurdnios MGIUR5**. No entanto, o insulto de glutamato aumentou mais a morte
celular neuronal no mGIuR5** do que nos neurdnios mMGIUR5”. Podemos ressaltar
gue esses achados reforcam a importancia do mGIuR5 como um receptor importante
para a modulacdo de mecanismos de morte celular. Embora CDPPB, URB597 e
JZL184 tenham promovido neuroprotecdo contra o insulto de glutamato em
neurdnios MGIuR5** (Fig. 18A), estas drogas ndo foram capazes de promover a
sobrevivéncia de neurénios mGIuR5” (Fig. 18A). Além disso, CDPPB, URB597 e

JZL184 s6 foram capazes de ativar ERK1/2 (Fig. 18B) e AKT em neurbnios
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mGIuR5** (Fig. 14D), e ndo ativou essas vias importantes para a sobrevivéncia

celular em neurdnios mGIuR5” (Fig. 18C e 18E).
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Fig. 18. CDPPB, URB597 e JZL184 ndo sdo capazes de promover neuroprotecdo e ativar
ERK1/2 e AKT em cultura de neurdnios corticoestriatais mGIuR5” (A) o grafico mostra a morte
celular de neurdnios corticoestriatais em cultura primaria, ndo tratados (-) ou tratados (+) com

glutamato 50 puM, CDPPB 100 nM, URB597 1 nM e JZL184 10 nM por 4 h. Os dados representam a

média de quatro experimentos independentes. * indica diferenca significativa em comparacdo com os
grupos mGIuR5**, Sdo mostrados imunoblots representativos da expressdo de fosfo-ERK1/2 (painel
superior) e total-ERK1/2 (painel inferior) e os graficos ilustram a andlise densitométrica de fosfo-
ERK1/2 normalizados pela expressdo de total-ERK1/2 em neurdnios corticoestriatais em cultura
primaria obtidos a partir de embrides de camundongos mGIuR5** (B) e mGIuR5" (C) que né&o
receberam tratamento (-) ou que foram tratados (+) com glutamato 50 uM, CDPPB 100 nM, URB597
1 nM, e JZL184 10 nM por 7,5 min. Também é mostrado imunoblots representativos da expressao de
fosfo-AKT (painel superior) e total-AKT (painel inferior) e os gréaficos ilustram a analise densitométrica
de fosfo-AKT normalizados pela expresséo de total-AKT em neurbnios corticoestriatais em cultura
primaria obtidos a partir de embrides de camundongos mGIuR5** (D) e mGIuR5’ (E) que nao
receberam tratamento (-) ou que foram tratados (+) com glutamato 50 uM, CDPPB100 nM, URB597 1
nM, e JZL184 10 nM por 7,5 min. 100 ug de lisado celular foi utilizado para cada amostra. Os dados
representam a média de quatro experimentos independentes. * indica diferenca significativa em

comparacao com neurdnios néo tratados. (p<0.05), n=4.

4.14. A eletroporagdo com siRNA-CB1 reduz a expresséo da proteina CB1
siRNAs sdo moléculas sintéticas de RNA de dupla fita de 19 a 30 pb, que atuam
por meio de pareamento a sequéncias complementares ao RNA mensageiro alvo,
causando sua degradacao e, portanto, silenciamento especifico do gene (Franca et
al., 2010). O silenciamento do gene-alvo possibilita a obtencao de informacdes sobre
a funcdo exercida na célula pela proteina codificada por esse gene (Franca et al.,
2010). Utilizando tal metodologia, foi feito um knockdown em neurdnios
corticoestriatais através da eletroporacdo de siRNA-CB1. Também foi usado siRNA

controle negativo (SiRNA-NC), o qual ndo tem como alvo nenhum mRNA murino.
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Com o intuito de avaliar o resultado da eletroporacdo, apds 12 dias, 0s neurdnios
corticoestriatais em cultura primaria foram lisados com tampao ripa e o imunoblot foi
feito de acordo com protocolo adaptado de (Ferreira-Vieira et al., 2014). Foi
observado que a expressédo da proteina CB1 foi reduzida em cerca de 65% nos
neurénios que foram eletroporados com sSIRNA-CB1, quando comparado a

expressdo de CB1 em neurdnios eletroporados com siRNA-NC (Fig. 19).

Fig. 19. A eletroporagdo com siRNA-CB1 reduz a expresséo da proteina CB1. S&o mostrados
imunoblots representativos da expressdo de CB1 (painel superior) e da B-actina (painel inferior) em
neurdnios corticoestriatais em cultura primaria eletroporados com siRNA-NC ou siRNA-CB1. Os

imunoblots s&o representativos de 3 experimentos independentes, n=3.
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4.15 CDPPB, URB597 e JZL184 nao promovem neuroprotecdo nem ativa
ERK1/2 e AKT em cultura primaria de neurdnios corticoestriatais CB1

Knockdown

Para avaliar se a manipulacdo genética da expressdo de CB1 poderia
influenciar na neuroprotecdo mediada por CB1 e mGIuRS5, avaliamos a morte celular
de neurobnios transfectados com siRNA-CB1 ou siRNA-NC. A morte neuronal basal
nao foi diferente quando se comparou os neurdnios transfectados com siRNA-CB1
ou SiRNA-NC. No entanto, o tratamento dos neurdnios com CDPPB, URB597 e
JZL184, na auséncia de glutamato, desencadeou niveis mais elevados de morte
celular em neurdnios CB1 knockdown, quando comparado com o controle (Fig. 16A).
Esses dados indicam que alteragcdes na expressdao de CB1 podem tornar 0s
neurbnios mais sensiveis aos efeitos toxicos das drogas, sustentando a premissa de
que o CB1 desempenha um papel essencial nos mecanismos de sobrevivéncia
celular. A morte celular provocada pelo insulto de glutamato nos neurdnios
eletroporados com siRNA NC ou CB1 foi semelhante (Fig. 20A). Assim como
ocorreu no caso dos neurénios mGIluR5”, CDPPB, URB597 e JZL184 ndo foram
capazes de proteger neurbnios CB1 knockdown contra o insulto de glutamato,
embora estas drogas tenham sido eficientes em proteger os neurbnios contra o
insulto de glutamato em neurénios WT (Fig. 20A). Além disso, CDPPB, URB597 e
JZL.184 s6 foram capazes de ativar a ERK1/2 e AKT em neurbnios controle (Fig. 20B
e 20D), ndo sendo eficazes em ativar essas quinases em neurdnios CB1 knockdown
(Fig. 20C e 20E). Estes dados apoiam a hipétese de que mGIuR5 e CB1 agem de
maneira cooperativa para ativar vias de sinalizagdo celular que levam a

neuroprotecao.
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Fig. 20. CDPPB, URB597 e JZL 184 ndo promovem neuroprotecdo nem ativam ERK1/2 e AKT em
cultura primaria de neurénios corticoestriatais CB1 Knockdown. A) o grafico mostra a morte
celular de neurdnios corticoestriatais em cultura primaria que foram eletroporados com siRNA-NC ou

SsiRNA-CB1, ndo tratados (-) ou tratados (+) com glutamato 50 uM, CDPPB 100 nM, URB597 1 nM e
JZL184 10 nM por 4 h. Os dados representam a média de quatro experimentos independentes. *

indica diferenca significativa em compara¢do com o grupo controle, eletroporado com siRNA-NC. Séo
mostrados imunoblots representativos da expressao de fosfo-ERK1/2 (painel superior) e total-ERK1/2
(painel inferior) e os gréaficos ilustram a andlise densitométrica de fosfo-ERK1/2 normalizados pela
expressdo de total-ERK1/2 em neurfnios corticoestriatais em cultura priméaria obtidos a partir de
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embrides de camundongos C57 selvagem que foram eletroporados com siRNA-NC (B) ou siRNA-CB1
(C) que nao receberam tratamento (-) ou que foram tratados (+) com glutamato 50 uM, CDPPB 100
nM, URB597 1 nM, e JZL184 10 nM por 7,5 min. Também é mostrado imunoblots representativos da
expressdo de fosfo-AKT (painel superior) e total-AKT (painel inferior) e os graficos ilustram a analise
densitométrica de fosfo-AKT normalizados pela expresséo de total-AKT em neurbnios corticoestriatais
em cultura primaria obtidos a partir de embribes de camundongos C57 selvagem que foram
eletroporados com siRNA-NC (D) ou siRNA-CB1 (E) que n&o receberam tratamento (-) ou que foram
tratados (+) com glutamato 50 uM, CDPPB 100 nM, URB597 1 nM, e JZL184 10 nM por 7,5 min. 100
Hg de lisado celular foi utilizado para cada amostra. Os dados representam a média de quatro
experimentos independentes. * indica diferenga significativa em comparagdo com neurdnios nao

tratados. (p<0.05), n=4.

4.16 A neuroprotecéo induzida por CDPPB, URB597 e JZL184 é dependente da
ativacao de ERK1/2 e AKT.

Para determinar se a AKT € de fato necessaria para a neuroprotecdo mediada
por CB1 e mGIuR5, realizamos experimentos de morte celular em neurdnios
corticoestriatais obtidos de camundongos knockouts para a PI3Ky (PI3Ky’). Na
auséncia de glutamato, neurdnios PI3Ky’ incubados com CDPPB e URB597
exibiram niveis mais elevados de morte celular que os neurbénios ndo estimulados
(Fig. 21A), possivelmente porque o knockout da PI3Ky diminui a ativagéo de vias de
sobrevivéncia celular fazendo com que os neurdnios figuem mais propensos a
toxicidade. Embora CDPPB, URB597 e JZL184 tenham promovido neuroprotecéo
contra o insulto de glutamato em neurdnios PI3Ky**, a neuroprotecéo induzida por
estas drogas foi parcialmente anulada em neur6nios PI3Ky’ incubados com
glutamato (Fig. 21A). CDPPB, URB597 e JZL184 ndo promoveram ativacao da AKT
em neurbnios PI3Ky’” (Fig. 21B). No entanto, na presenca de glutamato, CDPPB,
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URB597 e JZL184 aumentaram os niveis de fosforilacdo da AKT em neurdnios
PI3Ky” (Fig. 21B), o que indica que, possivelmente, outras isoformas de PI3K, além
da PI3Ky, possam ativar a AKT quando os neurbnios sdo estimulados com as
drogas testadas na presenca de glutamato, o que poderia explicar porque a
neuroprotecdo ndo foi completamente eliminada em neurénios PI3Ky”. Em vista
disso, decidimos utilizar um inibidor de PI3K capaz de inibir todas as isoformas
dessa quinase e assim investigar mais profundamente o papel da ativacdo de AKT
promovendo neuroprotecdo mediada por CDPPB, URB597 e JZL184. Para tal, nos
pré-incubamos o0s neurdnios corticoestriatais de camundongos selvagens com
LY294002 1 uM, o qual inibe todas as isoformas de PI3K que sé&o relevantes para 0s
mecanismos neuroprotetores (Vlahos et al., 1994). LY294002 aboliu completamente
a neuroprotecdo induzida por CDPPB, URB597 e JZL184 (Fig. 22A), indicando
fortemente que a via PISK/AKT é necessaria para a neuroprotecdo mediada por CB1
e mGIuR5. Além disso, a inibicdo de MEK/ERK1/2 usando um inibidor de MEK,
PD98059 10 uM, também eliminou a neuroprotecdo via CDPPB, URB597 e JZL184
(Fig. 22B). Estes dados indicam fortemente que a neuroprotecdo mediada pelos

receptores CB1 e mGIuR5 é depende das vias PI3K/AKT e MEK/ERK.
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Fig. 21. A neuroprotec¢do induzida por CDPPB, URB597 e JZL 184 é reduzida, mas ndo abolida
em neurdnios PI3Ky™. (A) o grafico mostra os niveis de morte celular de neurénios corticoestriatais
que nao foram tratados (-) ou que foram tratados (+) com glutamato 50 uM, CDPPB 100 nM, URB597
1 nM e JZL184 10 nM por 4 h (Fig. 17A). Os dados representam a média de quatro experimentos

independentes. * indica diferenca significativa em comparacdo com neurdnios PI3Ky*/* tratados.
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(p<0.05). E mostrado imunoblots representativos da expresséo de fosfo-AKT (painel superior) e total-
AKT (painel inferior) e o gréfico ilustra a andlise densitométrica de fosfo-AKT normalizada pela
expressdo de total-AKT em neurbnios corticoestriatais em cultura primaria que nao receberam
tratamento (-) ou que foram tratados (+) com glutamato 50 uM, CDPPB100 nM, URB597 1 nM e
JZL184 10 nM por 7,5 min (Fig. 17B). 100 pg de lisado celular foi utilizado para cada amostra. Os
dados representam a média de quatro experimentos independentes. * indica diferenga significativa

em comparag&o aos neurdnios tratados. (p<0.05), n=4.
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Fig. 22. A neuroprotecéo induzida por CDPPB, URB597 e JZL184 é dependente da ativacédo de
ERK1/2 e AKT. (A) Os graficos mostram os niveis de morte celular de neur6nios corticoestriatais que
nao foram tratados (-) ou que foram tratados (+) com glutamato 50 uM, CDPPB 100 nM, URB597 1

nM e JZL184 10 nM, LY294002 1 uM (B) e PD98059 10 uM (C) por 4 h. Os dados representam a

média de quatro experimentos independentes. * indica diferenca significativa quando comparado os

neurénios tratados com glutamato (p<0.05), n=4.

4.17 CDPPB protege o sitio pds-sinaptico enquanto que o JZL184 protege
principalmente o pré-sinaptico.

Uma das caracteristicas mais importantes nas doencas neurodegenerativas € a
perda de terminais sinapticos, por exemplo, na DA, a perda de sinapses se
correlaciona mais com o declinio da funcdo cognitiva que a morte de neurbnios
(Gylys et al., 2004; Masliah; Miller; Terry, 1993). mGIuR5 é principalmente expresso
no sitio pdés-sinaptico e CB1 no pré-sinaptico (Katona et al., 1999; Shigemoto et al.,
1993). Portanto, decidimos investigar se a ativacdo de mGIuR5 e CB1 poderia
prevenir a perda de sitios pré e/ou pdés-sinapticos do insulto de glutamato. Para
testar isso, 0os neurdnios foram tratados com as drogas previamente testadas e
realizou-se experimentos de Imunofluorescéncia, utilizando para marcar o pos-
sinaptico, a proteina de densidade pés-sindptica, PSD95, e o marcador pré-
sinaptico, sintaxina 1A, e, foi quantificado os niveis de perda pods e pré-sinaptica. 50
UM de glutamato causou uma reducdo significativa na marcacdo de PSD95 e
sintaxina 1A (Fig 23B 23E e 23F), em comparagdao com neurdnios nao tratados (Fig.
23A, 23E e 23F), estes resultados demonstram que o glutamato pode levar a perda
de ambos os terminais pds e pré-sinapticos. Quando os neurdnios foram incubados
com glutamato na presenca de CDPPB, houve resgate da perda da marcacéo de
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PSD95 (Figura 23C e 23E). Embora CDPPB tenha aumentado os niveis sintaxina,
este aumento ndo foi significativamente diferente dos neurdnios incubados com
glutamato (Figura 19C e 19F). MPEP e AM251 eliminaram o resgate de sitios pos-
sinapticos mediado por CDPPB (Figura 23E e 23F). Estes dados indicam que
CDPPB foi mais eficiente para proteger os sitios poés-sindpticos e que esta
neuroproteccdo é dependente de mGIUR5 e CB1. JZL184 foi mais eficiente em
prevenir a reducdo da marcacao de sintaxina induzida pelo glutamato (Fig 23D e
23F). Além disso, JZL184 foi parcialmente eficaz em evitar a perda de sitios pos-
sinapticos, embora, a marcacdo de PSD95 de neurbnios incubados com JZL184 na
presenca de glutamato ndo foi diferente dos neurénios nédo tratados (Fig. 23D e
23E). No entanto, a marcacdo de PSD95 néo foi diferente quando comparado os
neurdnios incubados com glutamato na presenca ou auséncia de JZL184 (Figura
23D e 23E). AM251 eliminou a protecdo de ambos os terminais pré e pos-sinapticos
mediado por JZL184 . No entanto, MPEP sé foi capaz de bloguear o resgate
mediado por JZL184 nos terminais pds-sinapticos, ndo tendo nenhum efeito sobre
0s niveis de sintaxina (Figura 23G e 23H). Estes dados indicam que o 2-AG foi mais
importante em promover neuroprotecdo nos sitios pré-sinapticos e que CB1 e

MGIuR5 tem papéis distintos, dependendo do sitio sinaptico investigado.
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Fig. 23. CDPPB protege o sitio pés-sinaptico enquanto que o JZL184 protege principalmente o
pré-sindptico. As imagens de microscopia confocal mostram o0s processos de neurbnios
imunomarcadas para PSD95 (verde), anti-sintaxina 1A (vermelho) e DAPI (azul), nao tratados (NT)
(A) ou tratados com 50 mM glutamato (B) na auséncia ou na presenca de 100 nM CDPPB (C) e 10
nM JZL184 (D) durante 4 h. Barra de escala = 20 pM. Os gréaficos mostram a intensidade média dos

niveis de pixels de PSD95 () e sintaxina 1A (J), obtidos a partir de, pelo menos, cinco imagens feitas
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em quatro experimentos independentes. Neurdnios nao tratados (-) ou tratados (+) com 50 uM de
glutamato, 100 nM CDPPB, 10 nM JZL184, MPEP 1 uM ou 10 nM AM251, durante 4 h. Os dados
representam a media de 4 experimentos independentes. * Indica diferenca significativa em relacéo
neurdnios tratados com glutamato e # indica diferenca significativa em comparacao com neurdnios

ndo tratados. (p<0.05), n=4.

4.18 Modelo proposto para ativagcdo das vias de sinalizacdo que conduzem a
neuroprotecao.

De acordo com os resultados mostrados nesse trabalho, os receptores mGIuR5
e CB1 trabalham cooperativamente para ativar vias de sinalizacdo celular e
promover neuroprotecdo. A figura abaixo explica o modelo proposto para ativacao
dessas vias através dos sistemas glutamatérgico e endocanabindide, onde mGIuR5
e CB1 atuam cooperativamente para prevenir a morte neuronal contra o insult de

glutamato e ainda proteger os sitios pré e pés-sinapticos. Figura 24.
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Fig. 24. Os receptores mGIuR5 e CB1, cooperativamente ativam vias de sinalizac&o celular
promovendo neuroprotecdo. A liberacdo de glutamato desencadeia a ativacdo do receptor N-metil-
D-aspartato (NMDAR), aumentando os niveis de Ca?* intracelular, e do receptor metabotrépico de
glutamato 5 (MGIURS5), o qual ativa varias vias de sinalizagdo celular. mGIuR5 esta presente no sitio
pds-sindptico e pode ser estimulado por CDPPB, levando a ativacdo de diferentes efetores
neuroprotetores, tais como a quinase regulada por sinal extracelular 1/2 (ERK 1/2) e AKT. Além disso,
0 mGIuRS5 faz parte de um complex signalossoma, que contém as duas enzimas chave para a sintese
de 2-araquidonoilglicerol (2-AG) e, assim, a ativacdo do mGIuR5 pode aumentar os niveis de 2-AG.
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No entanto, tanto MPEP, um bloqueador do mGIuR5, quanto AM251, um antagonista de CB1, podem
bloguear a ativacdo de ERK 1/2 e AKT mediada por mGIuR5 e, assim, a neuroprotecéo. O receptor
canabinéide 1 (CB1), que esta presente no sitio pré-sinaptico, é estimulado por 2-AG e anandamida
(AEA), que conduz a ativacdo da quinase regulada por sinal extracellular 1/2 (ERK 1/2) e AKT. A
ativagcdo de CB1 também pode inibir a liberacéo de glutamato no pré-sinaptico e, consequentemente,
diminui a ativagdo do mGIuR5 por glutamato. JZL184 e URB597, que sdo inibidores das enzimas
monoacilglicerol lipase (MGL) e amida hidrolase de &cidos graxos (FAAH), respectivamente,
aumentam os niveis de 2-AG e anandamida, o que leva a ativacdo de ERK 1/2 e AKT promovendo
neuroprotecdo. No entanto, este efeito pode ser bloqueado por MPEP e AM251. Portanto, mGIuR5 e
CB1 participam da mesma via de sinalizagdo celular, trabalhando cooperativamente para
desencadear a ativagcdo de ERK 1/2 e AKT e promover a neuroprote¢ao.

AA = 4cido araquidénico
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5. DISCUSSAO

Uma vez que a morte neuronal parece ser a principal causa e o fator comum
entre as doengas neurodegenerativas tais como DA, DP e DH (Lorigados-Pedre;
Bergado-Rosado, 2004), faz-se necessario o desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas que sejam eficientes no manejo ou tratamento dessas doencas. Jé foi
demonstrado que o mMGIUR5 apresentou efeito neuroprotetor em cultura de
neurdnios estriatais (Doria et al., 2013; Doria et al 2015). Além disso, a ativagédo de
receptores CB1 tem sido apontada como ferramenta neuroprotetora em diversos
modelos de neurotoxicidade (Mato et al., 2003). Foi encontrado nesse trabalho que
as drogas CDPPB, URB597 e JZL184 promovem a neuroprotecdo de neurbnios
corticoestriatais sob o insulto de glutamato (Fig. 8). Entretanto, a neuroprotecdo
observada em cultura de neurénios corticoestriatais € dependente de mGIuR5 e CB1
pois 0 bloqueio farmacolégico através dos antagonistas MPEP ou AM251 ou a
manipulacdo genética, knockout no caso do mGIuR5 e knockdown no caso do CB1,
anulam o efeito neuroprotetor induzido por CDPPB, URB597 ou JZL184 contra o
insulto de glutamato (Fig.8A, 8B e 8C; 14 A e 15A). Isso fortalece a hip6tese de que
haja uma interacdo entre esses dois receptores para ativar vias neuroprotetoras
(Jung et al., 2007, 2012; Katona, 2006; Matyas et al., 2008).

O CB1 pode modular vias envolvidas no controle de sobrevivéncia celular,
ativando as vias PI3K/AKT e ERK1/2 (Blazquez et al., 2015). Por outro lado, a
estimulacdo do mGIuR5 também leva a ativacdo de vias importantes para a
sobrevivéncia celular e proliferacéo, tais como ERK1/2 e AKT (Hou e Klann 2004;
Mao et al., 2005; Rong et al., 2003). Os resultados desse trabalho indicam que as
proteinas AKT e ERK1/2 sédo ativadas tanto pelo mGIuR5 quanto pelo CB1 e que
antagonistas de qualquer um dos receptores podem bloquear essa ativacédo (Figs.
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13 e 14), pois quando blogueamos mGIUR5 e CB1 através dos antagonistas MPEP
ou AM251 ou quando foi feito knockout do mGluR50u knockdown do CB1 ndo ha
ativacdo das quinases ERK1/2 e AKT (Figs.12A, 12B, 12C; 13A, 13B,13C; 14C, 14E,
15C e 15E). A AKT tem sido apontada como um componente muito importante das
vias de sinalizacdo pro sobrevivéncia celular e sua acdo anti-apoptotica parece ser
mediada pela fosforilacdo e inativacdo de fatores de transcricdo Forkhead, Bad, e
caspase-9, dentre outros (Gomez del Pulgar et al., 2000). Uma importante via
responsavel por sua ativacdo € mediada pelos produtos lipidicos provenientes da
fosforilacdo via PISK (Gomez del Pulgar et al., 2000). A PI3K promove fosforilacédo
de PIP2 de membrana, formando PIP3, o qual recruta AKT e PDK1l para a
membrana plasméatica. Em seguida, PDK1 promove a fosforilacdo e ativacdo da
proteina AKT (Hou e Klann 2004; Rong et al., 2003). As proteinas AKT e ERK
podem ser ativadas por meio da interacdo Homer-mGIuR5 (Rong et al., 2003;
Doria et al.,, 2015; Guhan e Lu, 2004; Mao et al., 2005). A proteina Homer é
importante para o acoplamento do mGIuRS5 aos receptores de IP3 e pela ativagao de
varias outras vias de sinalizacdo ativadas por esse receptor (Mao et al., 2005; Tu et
al., 1998). Assim, a estimulacdo do mGIuR5 pode ativar a AKT e diminuir a morte
celular (Rong et al., 2003). O nosso grupo demonstrou que MAPs do mGIuRS5,
incluindo o CDPPB, pode promover a ativacdo de ERK1/2 e AKT (Doria et al., 2013
e Doria et al., 2015). J4 o CB1 pode ativar a AKT através da proteina Gio porque as
subunidades BY da proteina G ativam a PI3K classe IB (Gémez del Pulgar et al.,
2000). Além disso, a ativacdo de ERK1/2 por CB1 ocorre atraves da ativacdo da
proteina Gio, a qual ativa a PI3K classe IB (PI3Ky) que ativa ERK1/2 (Galve-Roperh

et al., 2002).
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Apesar de 0 mGIuUR5 e o CB1 ativarem ERK e AKT através de mecanismos
diferentes, nossos dados indicam que o bloqueio ou do mGIuR5 ou do CB1 é capaz
de eliminar a ativacdo dessas quinases, bem como da neuroprotecao estimulada por
esses receptores. No caso do mGIuR5, a neuroprotecdo promovida pelo CDPPB foi
eliminada quando os neurénios foram incubados com AM251 (Fig. 8, 12 e 13).
Esses dados sugerem que um dos mecanismos neuroprotetores ativados por
MGIUR5 é a ativacdo de CB1l. Como varios trabalhos indicam que o mGIuR5
participa da sintese de endocanabindides (Drew et al., 2009; Gregg et al., 2012; jung
et al.,, 2007; Mitchell et al., 2009; Piomelli, 2003), hipotetizamos que esse seja 0
mecanismo de ativacdo de CB1 via mGIuRb5. ja no caso do receptor canabindide, é
possivel que a ativacdo de erk e AKT e da neuroprotecdo por CB1 via URB597 e
JZL184 seja dependente do aumento de sintese dos canabindides estimulado por
MGIuUR5. Dessa forma, quando o mGIuR5 é bloqueado através do MPEP, a sintese
de endocanamindides diminui e apenas a inibicdo das vias de degradacdo de
endocanabindides via URB597 e JZL184 ndo é suficiente para elevar os
endocanabindides a niveis necessarios para a ativacdo de vias neuroprotetoras.
Para testar essa hipo6tese, utilizamos agonistas diretos do CB1, incluindo 2-AG,
anandamida e ACEA. Interessantemente, a neuroprotecao via 2-AG, anandamida e
ACEA s6 foi parcialmente bloqueada por MPEP (Fig. 9). Esses resultados reforcam
a nossa hipétese de que o mGIuR5 seria importante para a sintese de
endocanabindides, o que ndo seria necessaria na presenca de agonistas diretos do
CB1. Por outro lado, boa parte da neuroprotecao ativada por agonistas direto CB1
foi eliminada na presenca de MPEP. Esses dados indicam que a ativagdo de vias
neuroprotetoras através do mGIuR5 também sdo importantes para a sobrevivéncia

neuronal. Como a maioria dos receptores CB1 encontram-se no pré-sinaptico (Allen
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et al., 2009; Steindel et al., 2013) e grande parte do mGIuR5 no pos-sinaptico (Conn
e Pin, 1997; O’brien et al., 2003; O’brien et al., 2004) , é possivel que a ativacédo de
vias neuroprotetoras nesses dois compartimentos seja necessaria para que se
promova uma neuroprotecdo efetiva. Experimentos futuros serdo importantes para
determinar se a ativacdo do CB1l e do mGIuR5 seria mais importante para a
protecdo de terminais pré- e/ou pds-sinapticos.

A via da PI3K é importante para a neuroprotecdo mediada por mGIluR5 e CB1
em cultura de neurbnios corticoestriatais porque quando tratamos neurbnios de
camundongos PI3Ky”, a qual faz parte da classe IB de PI3Ks (Castellano e
Downward, 2011; Foster et al., 2012; Jean e Kiger, 2014), com CDPPB, URB597 e
JZL184 a neuroprotecdo foi reduzida significativamente, quando comparado a
neurénios selvagens. Entretanto, apesar de ndo observarmos ativacdo de AKT
quando os neurdnios PI3Ky” foram estimulados com CDPPB, URB597 e JZL184 na
auséncia de glutamato, a ativagdo de AKT ocorreu quando os neurbnios foram
estimulados com as drogas neuroprotetoras na presenca de glutamato. E possivel
que outras isoformas de PI3K possam ter sido ativadas por causa do estimulo com
glutamato na presenca de drogas neuroprotetoras, o que explicaria uma diminuicéo
apenas parcial da neuroprotecdo induzida pelas drogas neuroprotetoras. Por
exemplo, j4 foi demosntrado que a PI3K classe I pode ser ativada por varios
receptores acoplados a proteina G (Foster et al., 2012; Guillermet-Guibert et al.,
2008; Jean e Kiger, 2014). Assim, é possivel que outras isoformas possam ser
ativadas por CB1 e mGIuR5 ou mesmo pelo glutamato através da ativacao de
outros receptores de glutamato. O LY249002 € capaz de inibir todas as
isoformas de PI3K responsaveis por fosforilar e ativar a AKT e promover

neuroprotecdo (Rong et al.,, 2003). Quando tratamos previamente 0s neurdnios
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com LY249002 e, posteriormente, com CDPPB, URB597 e JZL184, o efeito
neuroprotetor foi perdido completamente (Fig. 17A). Assim, esses dados indicam
gque mais de uma isoforma de PI3K parece ser importante para promover a
neuroprotecado dependente de CB1 e mGIuR5 e que a ativacdo da AKT é essencial
para 0 mecanismo neuroprotetor. Por outro lado, a ativacdo da via MEK/ERK
também se mostrou essencial para o0 mecanismo neuroprotetor ativado por CDPPB,
URB597 e JLZ184. Esses dados indicam que a neuroprotecdo mediada por CB1
e mGIuR5 é dependente da ativacdo das vias PISK/AKT e MEK/ERK1/2.

Juntos, esses dados deixam claro que ha uma interacdo funcional entre os
sistemas glutamatérgico e endocanabindide, que mGIuR5 e CB1 exercem um papel
importante na ativacdo de vias neuroprotetoras e que quando ha inibicdo de um dos

sistemas, a neuroprotecéo é abolida.
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6. CONLUSAO

Nesse trabalho foi demonstrado que ha uma estreita relacdo entre os
sistemas glutamatérgico e endocanabindide, pois quando o CB1 ou o0 mGIuR5 estdo
inibidos, seja farmacologicamente ou por manipulacdo genética, CDPPB, URB597 e
JZL184 s&o incapazes de evitar a morte celular contra o insulto de glutamato e,
ainda, ndo ativam as proteinas ERK1/2 e AKT. Esses dados deixam claro que o0s
sistemas endocanabindide e glutamatérgico possuem um papel muito importante

para ativar essas vias neuroprotetoras.
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