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Resumo

DATI, L. M. M. Doenca de Parkinson: possivel envolvimento de receptores
de cininas, purinas e de potencial transiente. 2017. 108f. Tese (Doutorado
em Fisiologia Humana) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o
Paulo, Sao Paulo, 2017.

A Doenca de Parkinson (DP) é uma doenca neurodegenerativa que
envolve a perda de neurdnios da substancia negra, provocando bradicinesia,
acinesia, tremores de repouso, rigidez muscular, alteragbes da marcha e
instabilidade postural, além de deficiéncias cognitivas mais tardias. Um modelo
animal muito usado para estudar a DP € o modelo que utiliza a administracéo
direta de 6-OH-dopamina (6-OHDA) no feixe prosencefalico medial, substancia
negra ou no estriado, sendo esta droga responsavel pela morte dos neurénios.
Ha evidéncias de que alguns sistemas de comunicacao celular podem modular
o desenvolvimento da DP. Por exemplo, as cininas, que agem em receptores B1
e B2, podem estar envolvidas com neuroprotecdo. Ainda, outros receptores que
tém sido relacionados com neurodegeneracdo sao o0s canais de potencial
transiente (TRPs), que séo divididos em subtipos, como: TRPV, TRPM, TRPC,
TRPML e TRPP. Outro grupo de receptores que também podem contribuir para
0 desenvolvimento da DP s&@o o receptores purinérgicos, como P2X2, P2X4,
P2X7 e P2Y4. Levando em consideracao os efeitos destes receptores em células
do sistema nervoso, este trabalho teve como objetivo avaliar a expressao e o
envolvimento destes receptores de membrana na DP induzida por 6-OHDA em
camundongos da linhagem C57BI/6 e nocautes para os receptores B2. Além
disso, agonistas/ antagonistas dos receptores B2 e um antagonista de TRPM7
foram utlizados para avaliar a possivel acdo protetora destas moléculas na DP.
Para a avaliacdo dos receptores de bradicinina, TRPM7 e purinérgicos no
desenvolvimento do modelo da DP foram realizadas as técnicas de imuno-
histoquimica e Western blotting. Quando modelo foi induzido no nocaute do
receptor B2 foi observado uma reducdo de tirosina hidroxilase na substancia
negra. GFAP revelou reducdo no estriado e na substancia negra. Quando
utilizado antagonista foi observado reducéo de tirosina hidroxilase no estriado e
substancia negra, contudo quando utilizado agonista do receptor B2 nao foi
encontrado diferenca entre os grupos. Em relacdo aos receptores purinérgicos,
foi observado que o receptor P2X2, P2X7 e P2Y4 tiveram aumento da expressao
na substancia negra dos animais com indu¢do do modelo de DP. O receptor
P2X4, revelou aumento da expressao tanto no estriado quanto na substancia
negra. Quando avaliado o canal TRPM7, foi observado aumento da expressao
do receptor no modelo de DP, quando utilizado o antagonista (carvacrol) foi
observado que os animais com injecéo de 6-OHDA, ndo apresentaram diferenca
em relacdo ao controle, quando verificado os niveis de caspase-3 foi encontrado
semelhanca entre os grupos. Com isso pode sugerir que todos 0s receptores
avaliados podem estar envolvidos quando ocorre a lesdao por 6-OHDA no
encéfalo dos animais. A partir desses resultados pode-se sugerir o envolvimento
desse canal no desenvolvimento da DP. Levando em consideracao os efeitos
encontrados utilizando o modelo da DP, em relacdo aqueles receptores, €
possivel sugerir novos alvos terapéuticos para a DP.
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Receptor Purinérgico. Canal de Potencial de Cation Transiente (TRPM7).



ABSTRACT

DATI, L. M. M. Parkinson's disease: possible involvement of kinin, purine
and transient potential receptors. 2017. 108f. PHD. Thesis (Doctorate in
Human Physiology) - Biomedical Sciences Institute, University of Sdo Paulo, Sdo
Paulo, 2017.

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disease that involves the loss
of neurons of the substantia nigra, causing bradykinesia, akinesia, rest tremors,
muscle stiffness, gait changes and postural instability, as well as later cognitive
deficiencies. An animal model widely used to study PD is the model that uses the
direct administration of 6-OH-dopamine (6-OHDA) in the medial prosencephalic
bundle, black substance or striatum, being this drug responsible for the death of
the neurons. There is evidence that some cellular communication systems can
modulate the development of PD. For example, kinins, which act on B1 and B2
receptors, may be involved in neuroprotection. Furthermore, other receptors that
have been related to neurodegeneration are transient potential channels (TRPS),
which are divided into subtypes, such as: TRPV, TRPM, TRPC, TRPML and
TRPP. Another group of receptors that may also contribute to the development
of PD are purinergic receptors, such as P2X2, P2X4, P2X7 and P2Y4. Taking
into account the effects of these receptors on cells of the nervous system, this
work aimed to evaluate the expression and the involvement of these membrane
receptors in 6-OHDA induced PD in mice of the C57BI / 6 line and knockouts for
B2 receptors. In addition, B2 receptor agonists / antagonists and a TRPM7
antagonist were used to evaluate the possible protective action of these
molecules in PD. For the evaluation of bradykinin, TRPM7 and purinergic
receptors in the development of the PD model immunohistochemistry and
Western blot techniques were performed. When the model was induced in the
knockout of the B2 receptor a reduction of tyrosine hydroxylase in the substantia
nigra was observed. GFAP revealed reduction in striatum and black matter. When
used antagonist, reduction of tyrosine hydroxylase was observed in the striatum
and substantia nigra, however when used agonist of the B2 receptor, no
difference was found between the groups. Regarding the purinergic receptors, it
was observed that the P2X2, P2X7 and P2Y4 receptor had increased expression
in the substantia nigra of the aniamis with induction of the PD model. The P2X4
receptor showed increased expression in both the striatum and black matter.
When the TRPM7 channel was evaluated, an increase in receptor expression
was observed in the PD model. When the antagonist (carvacrol) was used, it was
observed that the animals with 6-OHDA injection had no difference in relation to
the control, when the levels of Caspase-3 was found similarity between the
groups. This may suggest that all the receptors evaluated may be involved when
the 6-OHDA injury occurs in the animals' brains. From these results, it is possible
to suggest the involvement of this channel in the development of PD. Taking into
account the effects found using the PD model, in relation to those receptors, it is
possible to suggest new therapeutic targets for PD.

Keywords: Parkinson's Disease. 6-OHDA. Bradykinin Receptor (B2). Purinergic
Receptor. Transient Cation Potential Channel (TRPM?7).



1 INTRODUCAO

1.1 Doencade Parkinson

A Doenca de Parkinson (DP) é caracterizada como um distlrbio
neurodegenerativo progressivo, que apresenta sintomas motores como a
bradicinesia, ou seja, lentiddo dos movimentos voluntarios ou dificuldade em
iniciar os movimentos, reducéo da quantidade de movimentos, também chamada
de acinesia, tremores de repouso, rigidez muscular, alteracdes da marcha e
instabilidade postural. Os distarbios motores sdo acompanhados por sintomas
autondmicos, cognitivos e psiquiatricos (RAO et al., 2003; SANTANGELO et. al.,
2017). Com o crescimento da populacao idosa, o Ministério da Saude estima que
no ano de 2014, cerca de 1% da populacdo mundial com 65 anos ou mais, tenha
a doenca. No Brasil, aproximadamente 200 mil pessoas sofrem com a doenga.

Primeiramente descrita por James Parkinson em 1817, a compreensao
desta doenca ganhou maior significado apenas em 1958, com a descricao do
sistema nigro-estriatal de transmissdo dopaminérgica. Estudos da década de
1960 revelaram ainda que tipicamente apds a reducado de 70-80% dos neurdnios
dopaminérgicos do estriado, os sintomas da patologia sao detectados (RUBERG
et al., 1995). A partir de entdo, um precursor ativo da dopamina, a L-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA ou levodopa) passou a ser empregado no
tratamento da DP. Com este tratamento foi observada uma melhora significante
no quadro motor. Por outro lado, o uso crénico da levopoda esta relacionado com
movimentos anormais, como a discinesia (OOSTEN; COOLS, 2002).

Como descrito anteriormente, as alteragcdes motoras sédo devido a perda de
neurdnios no sistema nigro-estriatal. Uma das regides encefalicas mais afetadas

na DP é substancia negra (SN). A SN é dividida em duas partes, a compacta



(SNc) e a reticulata (SNr). Na SNc, os neurdnios utilizam dopamina (DA) como
neurotransmissor (BLANDINI et al., 2000). Nesta regido também € encontrada a
enzima sintetizadora de DA, a tirosina hidroxilase (TH). A parte reticulata é
composta principalmente por neurbnios GABAérgicos, e suas eferéncias
inibitérias que se projetam principalmente para os ndcleos ventrais anterior e
lateral do tdlamo (Figura 1) (BLANDINI et al., 2000). A SN tem importantes
funcbes dentro dos circuitos dos nucleos da base, com grande participagéo por
meio das projecdes ao estriado (caudado-putamen, CPu) (ALEXI et al., 2000).
A neurodegeneracdo dopaminérgica da SNc resulta na reducdo do
funcionamento de projecBes nigro-estriatais inibitérias, o que leva a
hiperativagdo do nucleo subtalamico. Ocorre entdo o aumento da ativagado dos
neurdnios do globo palido interno e da SNr, inibindo assim o tronco encefalico e
as projecOes talamicas (OBESO et al., 2000; OBESO et al., 2004).
Consequentemente, as vias motoras sdo inibidas, retardando a iniciagédo do
movimento voluntario, essas vias estao representadas na Figura 1. Além da SNc,
existe uma perda neuronal progressiva no tronco encefalico, incluindo o locus
coeruleus, o nucleo reticular do tronco encefalico e o ndcleo motor dorsal do
vago, bem como nos nucleos basais de Meynert, na amigdala e na regido CA2
do hipocampo (FERRER, 2009). Além da perda neuronal, sdo encontrados
precipitados protéicos citoplasméaticos (corpusculos de Lewy) constituidos
principalmente  pelas proteinas sinucleina, parkina e ubiquitina,
predominantemente na SN, locus coeruleus e, em menor quantidade, em

neurdnios corticais (GIBB; LEES, 1988; LAMOTTE et. al., 2016).
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Figura 1 - Representacao esquematica do movimento. No primeiro esquema mostra a circuitaria
do movimento com as setas completas, em que as setas pretas significa a ativacdo e as setas
vermelhas mostram a inibicdo da estrutura. No segunda esquema mostra com as setas
tracejadas as alteracdes quando o individuo esta com DP, mostrando em qual momento da
circuitaria é afetado com o a DP. Fonte: Real, C. C. 2013.

O desenvolvimento da patologia ainda é obscura, mas trabalho de Sayre e
colaboradores (2008) mostrou que alteracdo na mitocondria, estresse oxidativo,
fatores ambientais e predisposicado genética séo fatores cruciais para a evolucéo
da doenca.

Outros sistemas sofrem alteracdes no decorrer da doenga, como disfuncéo
monoaminérgica multipla, incluindo além do déficit no sistema dopaminérgico,
ainda apresenta déficit no sistema colinérgico, serotoninérgico e noradrenérgico.
Estas alteracBes explicam a diminuicdo da capacidade do organismo em

controlar os movimentos e apresenta alteracfes psiquiatricas (TEIVE, 2006).

1.2 O modelo experimental de DP por injecédo de 6-OHDA.

Na tentativa de estudar a DP, muitos modelos experimentais tém sido
desenvolvidos para induzir em animais as caracteristicas da DP observada na
clinica em humanos. A DP pode ser induzida experimentalmente em modelos

animais utilizando-se algumas substancias analogas da dopamina como a 6-OH-



Dopamina (6-OHDA), contaminantes da heroina sintética como o 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), herbicidas e pesticidas como a rotenona,
paraquat e maneb (OBESO et al., 2004). Esses modelos sdo capazes de
mimetizar uma ou mais caracteristicas da DP, particularmente se essas lesdes
induzidas forem parciais ou graduadas (MEREDITH et al., 2008; PURISAI et al.,
2007).

A 6-OHDA é a neurotoxina mais comumente utilizada para degeneracao
nigral em modelos experimentais (BLUM et al., 2001). Apresenta estrutura
quimica parecida com a dopamina (DA) (¢ um analogo hidroxilado do
neurotransmissor DA) (BREESE; TRAYLOR, 1971). A 6-OHDA é transportada
para os corpos celulares e fibras dos neurénios catecolaminérgicos (DEUMENS
et al., 2002). Nos neurénios, a 6-OHDA é oxidada e durante este processo ocorre
a producao de peréxido de hidrogénio, uma espécie reativa altamente toxica para
a célula (MEREDITH et al., 2008). De acordo com Deumens e colaboradores
(2002), a 6-OHDA inibe os efeitos de enzimas mitocondriais da cadeia
respiratéria, como é o caso das enzimas | e IV, provocando assim déficits
metabolicos na mitocéndria. A morte dos neurénios dopaminérgicos induzida por
6-OHDA envolve mecanismo de morte celular por apoptose; sendo assim, o
processo envolve a ativacdo da cascata das capases, sendo ao final ativada a

caspase 3 (ALVAREZ-FISCHER et al., 2008).

A 6-OHDA néo é capaz de atravessar a barreira hemato-encefalica, e dessa
maneira € necessario que ela seja administrada por via direta (intracisternal,
intraventricular ou diretamente no parénquima cerebral) (BLUM et al., 2001;
MEREDITH et al., 2008). O grau de deplecdo dos neurdnios dopaminérgicos e

seus terminais estriatais dependem da localizacao e da dose da toxina injetada



(MEREDITH et al., 2008 ). A fase inicial de morte celular ocorre 12 horas apos a
administracdo de 6-OHDA e continua por aproximadamente mais 7 — 10 dias
(JEON et al., 1995). O pico de morte celular ocorre em 4 - 6 dias pés leséo. Esta
fase inicial € seguida por uma fase prolongada de morte celular que dura cerca

de 30 dias, dependendo da dose administrada (ALEXI et al., 2000).

A 6-OHDA é geralmente administrada unilateralmente na SN, no feixe
prosencefalico medial (MFB) ou no estriado (CPu) (MEREDITH et al., 2008;
DEUMENS et al., 2002), sendo que o complexo CPu € a regido mais utilizada
por tornar a destruicao da via nigroestriatal dopaminérgica mais seletiva e menos
agressiva (DEUMENS et al., 2002). Quando injetada no CPu, a toxina produz
uma prolongada degeneracdo retrograda dos neurbnios nigroestriatais
(UNGERSTEDT, 1968; ALVAREZ-FISCHER et al., 2008), reproduzindo assim
as caracteristicas fisiopatolégicas responsaveis pelas deficiéncias motoras na

DP (BLUM et al., 2001).

Stott e Barker (2013) utilizou a 6-OHDA na concentracdo de 5ug/ uL, na
porcdo do estriado de camundongos, com o objetivo de avaliar a morte de
neurénios em diferentes tempos e avaliando a eficacia da injecdo unilateral,
deixando um lado controle e outro tratado. Sendo assim, foi observado que o
lado controle nao foi alterado com a injecédo da droga no lado contralateral; além
disso, os autores mostraram que guanto mais tempo de sobrevida do animal
apos a cirurgia mais morte de neurbnios sao observados, utilizando tirosina
hidroxilase como marcador da diminuicdo do sistema dopaminérgico, e

consequentemente, pode avaliar a evolugao da doenca.



1.3 O Sistemade Cininas

O primeiro estudo relacionando as cininas data de 1909 por Abelous e
Bardier, que avaliaram os efeitos hipotensivos das cininas da urina humana.
Estudo recente de Monreau e colaboradores (2005) mostrou que as cininas sao
ativadas em processos fisioldgicos como na regulacdo da pressdo sanguinea,
funcBes renais e cardiacas, e processos patologicos, como a inflamacao. Além
disso, as cininas promovem resposta a estes danos, aumentando o fluxo
sanguineo, dor e edema no local afetado.

A cinina é formada a partir de 2 cascatas bioquimicas, uma no tecido e
outra no plasma. No tecido a formacgéo de cininas ocorre quando ha um trauma,
presenca de substancia endotdxica e danos, ativando enzimas proteoliticas
liberadas durante o trauma. O precursor para a formacao da cinina no tecido é o
cininogénio de baixo peso molecular, sendo que a calicreina cliva este precursor,
formando a calidina, cinina predominante nos tecidos. Ja na corrente sanguinea,
guando ocorre um trauma, dano ou presenca de substancia endotoxica, o Fator
XIl ou Fator de Hageman é ativado, induzindo a clivagem do precursor de cinina,
o cininogénio de alto peso molecular, pela calicreina, que ir4 agir de duas formas:
(i) liberando o precursor de bradicinina, e (ii) agindo também no Fator XIlI,
estimulando a continuidade do ciclo (BHOOLA et al.,1992). Essa via esta
representada na figura 2, em que mostra esquematicamente a formacédo da
bradicinina e os respectivos receptores em que irdo ativar e desencadear as

alteracdes intracelular.
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Figura 2 - Figura esquematica da formag&o via algum trauma com as altera¢des bioquimicas, até
a formacéo da bradicinina e calidina. Além disso, ainda esté representando os receptores. Fonte:
Rodi et al., 2005.

Uma das cininas mais comuns é a bradicinina. A bradicinina é encontrada
tanto no plasma quanto nos tecidos. No sistema nervoso central a bradicinina é
encontrada no bulbo, cerebelo, cortex, estriado e medula espinhal, sendo que a
maior concentracdo da bradicinina ocorre no hipotdlamo e na hipéfise (PERRY;

SNYDER, 1984; KARIYA et al., 1985).

A bradicinina e a calidina sado rapidamente degradadas pela peptidase
conhecida por cininase. A meia vida da bradicinina é em torno de 30 segundos
no plasma ou quando administrada por via intracerebroventricular (KARIYA et

al., 1982).

Os efeitos da bradicinina e da calidina sdo mediados pela agdo em dois

tipos de receptores, B1 e B2, como mostrado na figura 2. Estes receptores estao



localizados na membrana plasmatica, sdo compostos por 7 dominios
transmembréanicos e sédo acoplados a proteina G (Gs e Gq), sendo importantes
pelo nimero de vias de sinalizagBes bioquimicas ativadas (WEBB et al., 1994).
Os receptores acoplados a proteina G (Gs e Gq), quando ativados, levam a
estimulacdo da fosfolipase C da membrana, o que ativa trés vias: a via do
inositoltrifosfato (IPs) que estimulara a liberagéo de calcio intracelular do reticulo
endoplasmatico; a via da estimulacdo de diacilglicerol (DAG) que ira agir na
formacao de proteina quinase C (PKC); e a terceira via que pode ser estimulada
por esses receptores é a que envolve a fosfolipase A2, induzindo a liberacéo de
acido araquidénico da membrana celular, estimulando a liberacdo de
prostanoides que desempenham efeitos pré-inflamatérios (SCHELL; IRVINE,

2006).

O receptor B2 possui afinidade pelas cininas intactas (bradicinina e
calidina), enquanto o receptor B1 é ativado pelos metabdlitos provenientes da
clivagemda Arg C-terminal das cininas, pelas cininases do tipo I, que libera des-
Arg9-bradicinina e des-Argl0-calidina (para revisédo ver BHOOLA et al., 1992).
Em contraste com o receptor B2, que € expresso numa grande variedade de
células e tecidos, o receptor B1 é pouco expresso em condi¢cdes normais, mas
pode ser induzido in vivo e in vitro por endotoxinas, citocinas e fatores de
crescimento, o0 que poderia indicar algum papel durante processos patolégicos
(PESQUERO; BADER, 1998).

Trabalhos tem mostrado o efeito da bradicinina no sistema nervoso
central, como o estudo realizado por Appel e Barefoord (1989), mostrando que,
em células PC12, a bradicinina age estimulando o rapido aumento de calcio

intracelular, induzindo a liberacdo de neurotransmissor. Estudo realizado por



Martins (2008) mostrou que a bradicinina (BK) esta envolvida na diferenciacédo
neural de células progenitoras neurais (CPN) por um loop autocrino que resulta
em ativagdo do receptor B2 de cininas. Além de seu envolvimento no processo
de diferenciacdo neural, a BK também atua no processo de protecdo
microvascular endotelial em modelos de acidente vascular encefalico (BOVENZI
et al., 2010).

Outro trabalho que utilizou a bradicinina neste contexto foi o desenvolvido
por Trujillo e colaboradores, de 2012, que mostrou que em cultura cortical de
ratos a expressao do receptor B1 estd aumentada; ja a expressao do receptor
B2 é baixa inicialmente, mas durante a diferenciacao celular a expresséo deste
receptor aumenta consideravelmente. Além disso, os autores avaliaram a
migracdo celular e observaram que quando as células foram incubadas com
bradicinina houve maior migracdo, sugerindo que esta migracdo esta

relacionada com neurogénese e gliogénese.

Com objetivo de avaliar o envolvimento desses receptores em traumas no
encéfalo, Ferreira e colaboradores (2013) observaram o possivel efeito protetor
de traumas neurolégicos quando utilizados antagonistas para o receptor B2
(HOE-140). Nesse estudo foram utilizados ratos Swiss, com uma canula fixada
no cranio, por onde era administrado o antagonista na concentracdo de 1 ou 10

nmol/kg.

Os resultados deste trabalho mostram que, quando utilizado o antagonista
para receptor B2, os animais pareciam ter sido protegidos contra impacto na
memoéria, atenuando edema cerebral, fatores neurotroficos e metabdlitos
oxidativos. Concluiram que, quando utilizado o HOE-140, os animais tiveram

reducao na lesédo, indicando uma possivel protecéo de traumas no encéfalo.



Outro estudo utilizou HOE-140 para bloquear o receptor B2, ao mesmo
tempo foi utilizada bradicinina (Bk) como agonista. Nesse trabalho foi realizado
com cultura primaria de cortex, e as células foram tratadas com 1 uM de HOE-
140 ou 1 pM de Bk. Nesse estudo foi observada a importancia da bradicinina e
do receptor B2 na diferenciacdo das células neuronais. J& quando foi utilizado
HOE-140, foi encontrado aumento do nimero de células da glia, sugerindo que
a bradicina contribui diretamente para a neurogénese. Neste mesmo sentido, 0s
autores avaliaram 0s mesmos parametros em animais geneticamente
modificados, com auséncia do receptor B2, e foi observado que a neurogénese,
gliogénese e a migracdo neuronal foram alteradas durante a diferenciagéo das
neuroesferas. Com isso os autores concluiram que a sinalizacdo induzida por
bradicinina é determinante para as fases do desenvolvimento neuronal e na

expressao de receptores de neurotransmissores (TRUJILLO et al., 2012).

Outro trabalho que mostrou a atuacdo da bradicinina foi o realizado por
Bem-Shmuel e colaboradores (2013), que avaliaram a sinalizacdo de cAMP
como um possivel mecanismo da Bk, induzindo a reducédo da producdo de NO
em linhagem de células de microglia, BV2. Nesse trabalho foi observado que
guando as células foram expostas a Bk, a producéo de NO foi diminuida de modo
dose-dependente. Nesse sentido, a Bk inibiu a ativacdo de CAMP em resposta a
elemento de ligacdo de proteina (CREB). Os autores concluem que a reducao
mediada por Bk da producdo de NO na microglia é dependente da ligacdo com

a proteina Gi e envolve a inibicao da sinalizacdo de cAMP-PKA-CREB.



1.4 Receptores Purinérgicos

O primeiro estudo que avaliou a acdo de receptores purinérgicos foi
realizado em 1929, por Drury e Szent-Gyorgyi, que demonstraram a agéao de
compostos de adenina no meio extracelular (DRURY; SZENT-GYORGY], 1929);
mais tarde, na década de 1950, Pamela Holton demonstrou a liberagdo de ATP
por nervos (HOLTON, 1959). Todavia, somente em 1970, Burnstock e
colaboradores sugeriram que o ATP e nucleotideos relacionados podem ser
neurotransmissores ou cotransmissores em sinapses do sistema nervoso central
e periférico (BURNSTOCK et al., 1970; BURNSTOCK, 1986).

Os receptores purinérgicos sao receptores sensiveis a purinas e sao
divididos em P1 e P2. O subtipo P1 inclui 4 membros, Al, A2A, A2B e A3, e séo
acoplados a proteina G, sendo ativados por adenosina (GESSI et al., 2011). O
outro subtipo de receptores purinérgicos, P2, é dividido em 2 subfamilias, a
metabotropica P2Y e a ionotropica P2X (KUGELGEN; HARDEN, 2011) como

esta representado na figura 3.
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Figura 3 - Esquema representativo dos receptores purinergicos. Na figura, mostra os subtipos
dos receptores e quais os tipos de receptor de membrana, sendo ionotrépico como receptor
ligado a proteina G. Fonte: BJORKGREM; LISHKO, 2016.

Os receptores P2Y incluem vérios subtipos; P2Y1, P2Y2, P2Y4 e P2Y6
sdo acoplados proteina Gqg. Os subtipos P2Y12, P2Y13 e P2Y14 estédo

acoplados a proteina Gi, e, por fim, o subtipo P2Y11 é acoplado a proteina Gq e

Gs (CODDOU et al., 2011).

Os receptores P2X sédo receptores do tipo canal com sitio de ligacédo para
ATP, e envolvem 7 subunidades. Os subtipos P2X1, 2, 3, 4, 6, 7 sdo ativados de
forma homotrimérica ou heterotrimérica; o subtipo P2X5 apresenta funcdo como
heterotrimero, e o subtipo P2X7 interage diretamente com 11 diferentes
proteinas intracelulares. Nos receptores P2X o mecanismo de transducdo de

sinais pode ser alterado com a diferenca na concentracao intracelular de ions,



sendo o ATP o ligante especifico para o receptor P2X (NORTH, 2002; FERRARI

et al., 2004, COMPAN et al., 2012).

As subunidades dos receptores P2X1-6 estdao localizados
predominantemente em neurdnios do coértex, SNc, nucleo hipotalamico
ventromedial, nucleos supradptico e paraventricular, medula ventrolateral,
complexo dorsal do vago e nucleo do trato solitario (NORTH; VERKHRATSKY,
2006; BURNSTOCK, 2007). O receptor P2X7 & encontrado principalmente em
células do sistema imune, como linfécitos e macrofagos (FERRARI et al. 2006;
SCHENK et al., 2011). Os receptores P2Y estdo localizados de forma bem
difusa, sendo que o P2Y1 est4 principalmente na regido dos ndcleos da base,
incluindo CPu, nucleo acumbens, globo pélido, hipocampo, cerebelo e cortex; o
subtipo P2Y12 est4d mais expresso nas células da glia e o subtipo P2Y13 é
encontrado no tadlamo, nucleo caudado, sustancia negra, hipocampo, cerebelo,
cortex e medula ventrolateral. (BOARDER; HOURASI, 1998; BURNSTOCK;

KNIGHT, 2004; BURNSTOCK, 2006;)

A ativacao de receptores purinérgicos que estdo acoplados a proteina Gq
induz ao aumento da concentracdo de calcio intracelular, resultando em
processo de diferenciacdo celular e embriogénese (SPITZER et al., 2004). O
ATP e o UTP sdo os agonistas dos receptores purinérgicos P2X e P2Y;
dependendo do subtipo ha maior afinidade por um nucleotideo e estes sdo
rapidamente degradados no espaco extracelular por ectoenzimas, formando
ADP e UDP, respectivamente. Esta € uma mudanca importante na inducéo de
respostas fisiolégicas, como na ativacao de receptor tipo P1. A liberacdo do ATP,

juntamente com a sinalizagdo purinérgica, induz a expansdo de células



progenitoras e neurogénese destas células no encéfalo adulto (ZIMMERMANN,

1996).

Os receptores P2X e P2Y séo expressos dinamicamente nos periodos pré
e pds-natal, tanto no sistema nervoso central como no periférico. Os ligantes dos
receptores purinérgicos estdo envolvidos no mecanismo de sinaliza¢do célula-
célula por ativar neurotransmissores ou liberacdo de neuromoduladores pelas
células da glia e neurdnios, para o controle da transmissao sinaptica no sistema
nervoso central (ABBRACCHIO; BURNSTOCK, 1998; COTRINA et al., 2000;
FIELDS; BURNSTOCK, 2006). O conceito da sinalizacdo purinérgica expandiu-
se ao longo dos anos, incluindo ndo apenas a co-transmissédo em diferentes tipos
de nervos periféricos e no sistema nervoso central, mas também a agéo de

purinas em células ndo neuronais (FRANKE; ILLES, 2006).

Recentemente, os efeitos biolégicos de nucleotideos de purina
extracelulares tém sido material de estudo em diversas células e tecidos. Desta
forma, muita atencdo tem sido dada a funcao sinalizatoria e a atividade celular
de curta duracdo. No entanto, existem evidéncias crescentes de que 0s
receptores purinérgicos podem apresentar funcdo na comunicagao celular de
longa duracéo, incluindo proliferacdo celular, diferenciacéo e apoptose (NEARY
et al., 1996; ABBRACCHIO et al.,1998). Além disso, os receptores do tipo P1
tém sido ativamente estudados como potencial alvo terapéutico no tratamento
de diversos disturbios tais como a doenca de Parkinson, esquizofrenia, isquemia,

e cancer (GESSI, 2011).

Existem poucos trabalhos relacionando a DP com receptores

purinérgicos. Um estudo interessando foi o de Chen e colaboradores de 2001,



induziram a DP em animais por 6-OHDA, e foi observado que houve um efeito
protetor de neurdnios quando foi administrado antagonista de receptor de
adenosina A2A; contudo, estes resultados ndo foram os mesmos quando
utilizado o antagonista para receptor do subtipo A1, em que nao foi encontrado
neuroprotecao. Sendo assim, pode-se sugerir que a protecdo de neurbnios esta
envolvida com o bloqueio do receptor A2A.

Outro resultado interessante foi 0 encontrado por Trujillo e colaboradores
de 2012, que estudaram os efeitos da bradicinina em cultura priméria de
neurdnios corticais e observaram aumento da expressao das subunidades dos
receptores purinérgicos P2X2, P2X3 e P2X4, mas diminui¢cdo da expresséo dos
receptores P2X5, P2X6, P2X7, P2Y2 e P2Y12, sugerindo que a bradicinina age

influenciando na expressédo destes receptores nos neurdnios corticais.

1.5 Canal de Potencial de Cétion Transiente (TRP)

Os canais de potencial transiente (TRP) sdo receptores sensiveis a
mudancas de cations intracelulares e espécies reativas de oxigénio. Estes
receptores sao divididos em 6 subfamilias, de acordo com o canal idnico a que
estdo acoplados, como o receptor com canais candnicos (TRPC), canais para
vaniloide (TRPV), canais paramelastatina (TRPM), canais para alquirina (TRPA),
canais para mucolipina (TRPML) e canais para policistinas (TRPP) (MONTELL
et al., 2002; CLAPHAM, 2003).

Os TRPs séo receptores de membrana compostos por 6 dominios
transmembréanicos. Para a ativacdo desses receptores é necessario a ligacao de
proteinas como SNARE e SNAP-25; sem essa ligacdo os receptores nao se

ligam na membrana das células (MONTELL, 2005). Quando estéo acoplados na



membrana, estes canais sdo modulados por varios estimulos, como:
calmodulina, temperatura, prétons, perdoxido de hidrogénio, deplecdo dos
estoques de célcio e cations, como célcio e magnésio (RAMSEY et al., 2006;
VENKATACHALAM; MONTELL, 2007).

Dentre as funcdes desempenhadas por estes receptores destaca-se, no
sistema nervoso central, a contribuicdo na liberacdo de neurotransmissores
excitatorios, sinalizacdo redox, modulacdo nos niveis de célcio mitocondrial,
desenvolvimento do tecido neuronal, formacdo de brotos neuronais,
comunicacdo entre células, ativacdo de microglia, balanco hidroeletrolitico,
controle da temperatura corporal e sinalizacdo sensorial (PEDERSEN et al.,
2005).

Os canais tipo TRP permitem o aumento do fluxo de calcio (MINKE, 2006)
e estao envolvidos na excitotoxicidade e danos oxidativos nos tecidos neuronais.
Ambos os processos estdo correlacionados com a progressdo das doencas
neurodegenerativas, como Doenga de Parkinson e esclerose lateral amiotrdéfica,
relacionadas ao desbalanco de calcio e conseqlentes danos neuronais
mediados por processos oxidativos (BEZPROZVANNY, 2009).

Os subtipos destes receptores sao encontrados em diferentes regides
com func¢des especificas, como o caso do subtipo TRPC5 que € encontrado no
encéfalo, com a funcdo de modular a extensdo de neuritos (Revisdo de
MONTELL, 2005).

A funcao de outros canais de TRP, como o TRPC3 e TRPC4, também
pode ser desencadeada por estresse oxidativo (BALZER et al., 1999;
GROSCHNER et al., 2004). Os mecanismos citados para explicar a sensibilidade

dos canais TRPC envolvem a ativagédo do TRPC pela fosfolipase C (PLC). APLC



e seus efetores modulam positivamente a fungdo de muitos TRPCs
(VENKATACHALAM; MONTELL, 2007).

Nosso grupo tem estudado a participacdo do canal TRPV1 e
correlacionado com o desenvolvimento de receptores na retina e degeneracéo
neuronal que ocorre apés danos no nervo Optico (LEONELLI et al., 2005;
LEONELLI et al., 2009; LEONELLI et al., 2010; LEONELLI et al., 2011). Foi
encontrado que a sinalizacdo do canal tipo TRPV1 é responsavel pela producéo
excessiva de 0xido nitrico e consequente nitracdo de proteina em neurdnios da
retina e células da glia (LEONELLI et al., 2010).

O subtipo TRPM7 foi encontrado em grandes quantidades no coracao,
pulmao, ossos e tecido adiposo de humanos, sendo fator importante no estagio
embrionério e essencial no desenvolvimento embrionario; a auséncia desse
receptor na fase embrionéria de ratos € letal (FONFRIA, et.al. 2006).

Trabalho de Aarts e colaboradores (2003) mostrou que 0s receptores
TRPM2 e TRPM7 estdo envolvidos com morte neuronal induzida por estresse
oxidativo. Estes canais sdo permedaveis ao célcio, induzindo a formacao de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Sendo assim, ha indicios de que o
receptor TRPM7 esté envolvido na morte neuronal mediada pela formacao de
espécies reativas de oxigénio.

O receptor TRPM7 requer a atividade de PIP2 para manter as atividades
normais. Este fato foi demonstrado no trabalho de Langeslang e colaboradores
de 2007, em que observaram que a ativacdo de PIP2 mediada por PLC age
estimulando potencialmente o influxo de calcio intracelular por intermédio do

receptor TRPM7, via deste receptor esta representada na figura 4.
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Figura 4 - Representacdo esquematica da sinalizacao intracelular do receptor TRPM7, levando
em consideragéo o inibidor especifico, no caso carvacrol e as substancias que estimulariam o
receptor. Além disso, ainda demonstra a sinalizagdo ate a morte neuronal e a possivel doenca.
Fonte: Modificado de SUN et. al., 2015.

Além disso, foi observado que a clivagem das caspases € potencializada
pela quinase do TRPM7, indicando um possivel envolvimento na apoptose das
células (DESAI et al., 2012). Nesse sentido, foi observado que esta acdo €
mediada por dinamica do citoesqueleto, quando os canais do TRPM7 estao
abertos (JEONG et al., 2006).

Foi observado que o aumento da expressao do TRPM7 ou a atividade dos
canais promovem apoptose em células T, mediada por clivagem da caspase e
modulacdo do receptor Faz por atividade do TRPM7 (DESAI et al., 2012) ou
morte neuronal por altos niveis de calcio (NUNEZ-VILLENA et al., 2011).

Nesse sentido, foi observado que quando o utilizado um antagonista do
TRPM7, no caso o carvacrol, nas concentragdes de 30 e 50 mg/ kg, houve a
inibicdo do receptor e uma neuroprote¢cdo nos animais que tinham sofrido

inducdo de isquemia. Esta neuroprotecdo foi mediada por diminuicdo de



caspase-3, autoregulacdo de Bcl-2/Bax e Akt fosforilada, marcadores tipicos de
apoptose (CHEN et al., 2015).

Outro trabalho que utilizou a inibicdo do receptor TRPM7 foi o realizado
por Li e colaboradores, de 2015, que avaliaram a neuroprotecdo utilizando
carvacrol (0,5 e 1 mM) em cultura primaria de células, essas células foram
tratadas com agentes farmacologicos e foi observado a protecdo dessas células
quando o receptor TRPM7 estava inibido. Foi observado a inibicdo de oxido
nitrico sintetase, prevencao do fluxo de célcio e reducéo da clivagem da caspase
3. Assim, a inibicdo do TRPM7 pelo carvacrol foi capaz de proteger as células

das injarias.



6 CONCLUSAO GERAL

Esse estudo mostrou que alguns receptores parecem estar envolvidos no
desenvolvimento da doenca de Parkinson, quando induzida pelo modelo da 6-
OHDA. Apesar da literatura descrever o receptor B2 de bradicinina como
neuroprotetor, neste trabalho esse efeito ndo foi observado quando utilizado o
modelo de 6-OHDA. Além disso, ndo se deve excluir a possibilidade do
envolvimento do receptor B1 no desenvolvimento da DP, uma vez que esse

receptor é estimulado quando existe um processo inflamatorio.

Em relacéo aos receptores purinérgicos, foi observado que os receptores
P2X2, P2X4, P2X7 e P2Y4, que tem como funcéo a sinalizacéo intracelular
guando ha alteracdo de ions, este trabalho sugere que esses receptores tem
expressdo aumentada quando ocorreu a lesdo por 6-OHDA no encéfalo dos
animais, sugerindo que 0s receptores purinérgicos também séo receptores que

estao envolvidos no modelo de DP.

Ja quando avaliado o potencial do canal de TRPM7, foi observada uma
alteracdo positiva desse receptor no modelo, podendo sugerir o envolvimento
desse receptor no desenvolvimento da DP, sendo que quando utilizado o
antagonista especifico desse receptor 0s animais apresentaram 0S mesmos
padrées de animais controle. Assim, a inibicdo do TRPM7 produziu marcante

neuroprotecao no modelo da 6-OHDA.

Levando em consideracao os efeitos encontrados ao avaliar os receptores
de bradicinina, purinérgicos e TRPM7 que estes receptores estao envolvidos no
desenvolvimento da DP quando utilizado o modelo com 6-OHDA, com isso pode-

se sugerir um potencial terapéutico para a DP uma vez que foi encontrado certas



alteracdes na evolugcao da DP quando utilizado antagonista do receptor, como o
caso do TRPM7. Em relacdo aos demais receptors precisa aumentar os estudos,
uma vez que foi observado alteracdo da DP quando avaliado no modelo em

estudo.
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