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RESUMO

CHAVES-KIRSTEN, G. P. O receptor canabindide CB; nos nucleos da base e a sua
participacdo no processo degenerativo em modelos da Doenca de Parkinson. 2013.
162 f. Tese (Doutorado em Fisiologia Humana) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Séo Paulo, 2013.

O sistema canabindide parece exercer um papel modulador em varios processos
neurobioldgicos, incluindo processos de neuroprotecdo, neurodegeneracdo e plasticidade
neuronal. Os receptores canabindides to tipo 1 (CB;) sdo abundantemente expressos nos
nacleos da base, porém existem poucos estudos morfologicos detalhados a respeito da
localizacdo exata do CB; nessa circuitaria. Além disso, este sistema tem sido explorado no
contexto da Doenga de Parkinson (DP), a segunda doenca neurodegenerativa mais comum,
e que tem como principal circuitaria afetada os ndcleos da base. Dados atuais sobre a
modulacéo do CB; em diferentes fases da DP, a relacdo do sistema canabindide com outros
neurotransmissores, bem como a participacdo de agentes canabindides no processo de
degeneracgédo ou neuroprotecdo da DP s&o bastante controversos. Assim este trabalho teve
como objetivos (1) investigar a localizacdo dos receptores CB; nos nucleos da base de
ratos, (2) avaliar o decurso temporal da expressdo dos receptores CB; e de marcadores dos
sistemas dopaminérgico e GABAérgico em um modelo experimental da DP in vivo e, (3)
avaliar os efeitos do tratamento com compostos canabindides em modelos experimentais
da DP in vivo e in vitro. Assim em uma primeira etapa investigamos nos nucleos da base
(estriado, substancia negra — SN, globo pélido externo — GPe e globo péalido interno - GPi)
de ratos intactos, o padrdo de distribuicdo do receptor CB; com marcadores de células da
glia (astrocitos, microglia e oligodendrdcito), de elementos estruturais neurénios (axénios e
dendritos), de neurdnios dopaminérgicos (TH- tirosina hidroxilase) e de neurénios
GABA¢érgicos (proteinas ligantes de calcio parvalbumina e calbindina), através de estudos
de dupla-marcacdo com imunofluorescéncia. Avaliamos o decurso temporal da expressdo
de CB;, TH, GABA, GAD (descarboxilase do acido glutdmico), calbindina e parvalbumina
nos ndcleos da base, por imunohistoquimica e/ou immunoblotting, em ratos submetidos a
injecdo unilateral intraestriatal de 6-OHDA (modelo de DP in vivo). Neste mesmo modelo
investigamos as alteracfes comportamentais motoras e histolégicas apo6s o tratamento com
ACEA (agonista do receptor CB;) e com AM 251 (antagonista do receptor CB;). E por
fim, avaliamos a viabilidade celular apdés o tratamento com ACEA, AM 251, AM 404
(inibidor da recaptacdo de anandamida — canabindide enddgeno) e canabidiol em uma
linhagem de neuroblastoma (neuro-2a) diferenciada em neurdnios dopaminérgicos e
exposta & 6-OHDA (modelo de DP in vitro). O estudo de dupla-marcacdo mostrou que o
receptor CB; € predominantemente expresso em neurbnios nos nucleos da base
principalmente em neurbnios GABAérgicos. Além disso, no GPe e GPi, encontramos
evidéncias da presenca de CB; em dendritos. Nos nossos estudos de decurso temporal,
observamos um aumento da expressao de CB; no GPe em periodos p6s-lesdo mais curtos,
e uma diminuicdo progressiva na SN e GPi. Nenhuma alteracdo da expressdo do CB; ao
longo do tempo foi observada no estriado. N&o houve variagdo da expresséo de GABA,
GAD e parvalbumina em nenhuma dos periodos pés-lesdo estudados. Houve aumento de
calbindina no estriado nos periodos mais curtos pés-lesdo, e diminuicdo na SN nos
periodos mais longos pdés-lesdo. Os niveis de TH diminuiram no estriado e SN. O
tratamento com ACEA nesse modelo de DP parece ter sido prejudicial a lesdo, observado



tanto nas analises neuroquimicas (discreta diminuicdo de TH na SN), como nas analises
comportamentais. Por outro lado, o tratamento com AM 251, embora ndo tenha gerado
diferencas neuroquimicas, gerou melhoras nos testes comportamentais. Por fim, dentre os
tratamentos com agentes canabindide em nosso modelo in vitro, 0 AM 404 mostrou uma
discreta reducdo dos niveis de morte celular. Nossos resultados tomados em conjunto
mostram a importancia do sistema canabindide na circuitaria dos nucleos da base. O receptor
CB; é abundantemente expresso nessa circuitaria e parece estar localizado principalmente
em neurénios GABAérgicos. No modelo de DP in vivo a variagdo complexa e diferenciada
da expressdo de CB; e calbindina nas diferentes estruturas dos nucleos da base ao longo do
tempo, sugerem uma resposta dos neurdnios GABAérgicos frente a falta de dopamina, que
acreditamos estar relacionada a eventos de neuroplasticidade. Este dado é reforcado ainda,
pelo fato de que a ativacdo aguda do CB; parece ter sido prejudicial a lesdo, enquanto o
blogueio desse receptor mostrou melhoras comportamentais.

Palavras-chave: Sistema canabindide. Receptor CB; Nucleos da base. Doenca de
Parkinson. 6-OHDA. Neuroplasticidade.



ABSTRACT

CHAVES-KIRSTEN, G. P. Cannabinoid receptor CB; in the basal ganglia and its
participation in the degenerative process in Parkinson’s Disease models. 2013. 162 p.
Ph. D. thesis (Human Physiology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo
Paulo, S&o Paulo, 2013.

The cannabinoid system seems to play a modulatory role in several neurobiological
processes, including processes of neuroprotection, neurodegeneration and neuronal
plasticity. Cannabinoid receptors type 1 (CB;) are abundantly expressed in the basal
ganglia, but there are few detailed morphological studies regarding the exact location of
CB; in this circuitry. Moreover, this system has been explored in the context of Parkinson's
Disease (PD), the second most common neurodegenerative disease, which has the basal
ganglia as main circuitry affected. Current data on the modulation of CB; in different
stages of PD, the relationship between the cannabinoid system with other
neurotransmitters, as well as the involvement of cannabinoid agents in the process of
degeneration or neuroprotection in the PD are quite controversial. Thus this study aimed to
(1) investigate the localization of CB; receptors in the basal ganglia of rats, (2) evaluate the
time course expression of CB; receptors and markers of dopaminergic and GABAergic
systems in an in vivo experimental model of PD and, (3) evaluate the effects of treatment
with cannabinoid compounds in in vivo and in vitro experimental models of PD. Thus in a
first stage we investigated in the basal ganglia (striatum, substantia nigra - SN, external
globus pallidus - EGP and internal globus pallidus - IGP) of intact rats, the distribution
pattern of CB; receptor with markers for glial cells (astrocytes, oligodendrocyte and
microglia), for structural neurons elements (axons and dendrites), for dopaminergic
neurons (tyrosine hydroxylase, TH) and GABAergic neurons (calcium binding proteins
parvalbumin and calbindin) by double-labeling studies with immunofluorescence. We
evaluated the time course expression of CBj;, TH, GABA, GAD (glutamic acid
decarboxylase), calbindin and parvalbumin in the basal ganglia, by immunohistochemistry
and/or immunoblotting in rats subjected to unilateral intrastriatal injection of 6-OHDA ( in
vivo model of PD). In this same model we investigate the behavioral motor and
histological changes following treatment with ACEA (CB; receptor agonist) and AM 251
(CB; receptor antagonist). Finally, we evaluated the cell viability after treatment with
ACEA, AM 251, AM 404 (endogenous cannabinoid anandamide transport inhibitor) and
cannabidiol in neuroblastoma (neuro-2A) cells differentiated into dopaminergic neurons
and exposed to 6-OHDA (in vitro model of DP). Study of double-labeling showed that the
CB; receptor is predominantly expressed in neurons in the basal ganglia, mainly in
GABAergic neurons. Furthermore, IGP and EGP, we found evidence for the presence of
CB; in dendrites. In our time course studies, we observed an increased expression of CB;
in EGP in shorter periods post-lesion, and a progressive decrease in the SN and IGP. No
change in the expression of CB1 over time was observed in the striatum. There was no
variation in the expression of GABA, GAD and parvalbumin in any post-lesion periods
studied. There was an increase in calbindin in the striatum in shorter periods post-lesion
and a reduction in the SN in longer periods post-lesion. The TH levels decreased in the
striatum and SN. Treatment with ACEA in this PD model seems to be harmful to the
lesion, observed in both, neurochemical analysis (discrete TH decrease in SN), and in
behavioral analysis. Moreover, treatment with AM 251, although no neurochemical
differences were observed, it generated improvement in behavioral tests. Lastly, among the



treatments with cannabinoid agents in our in vitro model, the AM 404 showed a slight
reduction in the cell death levels. Our results taken together show the importance of
cannabinoid system in the basal ganglia circuitry. The CB; receptor is abundantly
expressed in this circuitry and seems to be located mainly in GABAergic neurons. In the in
vivo PD model the complex and differentiated variation of CB; and calbindina expression
in the different structures of the basal ganglia over time, suggests a response of
GABAergic neurons to the lack of dopamine, which we believe to be related to
neuroplasticity events. This finding is reinforced further by the fact that acute activation of
CB; seems to have been detrimental to the lesion, while the receptor blockade showed
behavioral improvements.

Keywords: Cannabinoid system. CB; receptor. Basal ganglia. Parkinson’s Disease, 6-
OHDA. Neuroplasticity.



1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais

A planta Cannabis sativa, popularmente conhecida como maconha, tem sido
amplamente utilizada ao longo da historia da humanidade com fins recreativos, devido a
seus efeitos psicoativos, e também terapéuticos, antiemético, anticonvulsivante, analgésico
e estimulante do apetite. No entanto, a legalizacdo para o uso terapéutico tem sido alvo de
grandes discussdes, dado seu potencial abuso e desenvolvimento de tolerancia. O principio
psicoativo da maconha, o A%-tetrahidrocanabinol (A%-THC), e 0s outros componentes
canabindides sdo moléculas lipofilicas que exercem seus efeitos centrais por se ligarem a
receptores de membrana especificos (MECHOULAM; PARKER, 2013). O sistema
canabinoide enddgeno parece desempenhar uma fun¢do modulatéria em varios processos
neurobioldgicos, tais como funcbes motoras e cognitivas, antinocicep¢do, sono e
comportamento alimentar, como sugerido pela distribuicdo anatdbmica de seus receptores e
pelos efeitos farmacoldgicos bem conhecidos dos compostos relacionados aos
canabindides (AMERI, 1999; FERNANDEZ-RUIZ et al., 2000; FRIDE; SHOHAMI,
2002; HOWLETT et al., 2002, 2004; PERTWEE, 1997, 2001). Varios estudos também
apontam os canabindides enddgenos como moduladores dos processos ontogenéticos do
encéfalo (BEGBIE; DOHERTY; GRAHAM, 2004; FERNANDEZ-RUIZ et al., 2000;
LEONELLLI et al., 2005; RAMOS et al., 2002), propriedades neuroprotetoras em diversos
modelos de neurotoxicidade (GRUNDY; RABUFFETTI; BELTRAMO, 2001; MATO;
DEL OLMO; PAZQOS, 2003; PARMENTIER-BATTEUR et al., 2002; VAN DER STELT
et al., 2002, 2005) e como mediador de processos de plasticidade em diversas estruturas do
sistema nervoso central (ALVARES et al, 2006; CHAVES et al, 2008;
HASHIMOTODAN; OHNO-SHOSAKU; KANO, 2007; TAGLIAFERRO et al., 2006).

1.2 Sistema canabindide

1.2.1 Canabinoides endogenos

Trés compostos canabindides enddgenos ja foram bem caracterizados até o

momento, a “anandamida”, o éster 2-araquidonoil-glicerol (2-AG), e o 2-araquidonoil-



glicerol-éter. Esses trés canabindides enddgenos sao derivados do acido graxo w6-
polinsaturado proveniente da dieta, o qual deriva de outros &cidos graxos essenciais. O
precursor da anandamida é a N-araquidonilfosfatidiletanolamina (N-ArPE) que é formada
através da acdo da NAT (N-aciltransferase), uma enzima céalcio-dependente. A N-ArPE é
clivada pela N-acilfosfatidiletanolamina (NAPE)-fosfolipase D especifica (NAPE-PLD),
originando a anandamida e 4cido fosfatidico. A biossintese do 2-AG é iniciada pelo Ca*
intracelular que induz a formacdo de diacilglicerol (DAG) na membrana através da
estimulacdo da via da fosfatidil-inositol-fosfolipase C (PI-PLC). O 2-AG é o produto da
DAG-liapase (DAGL) agindo na DAG (BASAVARAIJAPPA, 2007; DI MARZO;
MATIAS, 2005).

A anandamida e o 2-AG sdo os endocanabindides mais estudados e existem
diferencas entre suas concentra¢fes no tecido nervoso, sendo a concentracdo de 2-AG
aproximadamente 200 vezes maior que a de anandamida, por exemplo. Entretanto, a
distribuicdo deles no encéfalo € bastante similar, pois ambos existem em maiores
concentracdes no tronco encefalico, estriado e hipocampo e em menores concentracées no
cortex, diencéfalo e cerebelo. Curiosamente, parece ndo haver correlacdo entre as
concentragfes dos canabindides enddgenos e a distribuicdo de receptores canabindides
(FRIDE; SHOHAMI, 2002).

1.2.2 Receptores canabindides

Os efeitos dos compostos canabindides dependem entdo em grande parte dos
receptores canabindides (CB). Os receptores CB pertencem a familia de receptores
acoplados a proteina G e a analise da sequéncia primaria de aminoacidos revela a presenca
de sete dominios transmembranicos, uma porcao N-terminal extracelular e uma porgéo C-
terminal intracelular. O mecanismo de transducdo dos sinais dos receptores CB envolve
vias com a participagédo da proteina Gjj, inibindo a adenilil ciclase e ativando quinases, e
no caso dos receptores CB;, ainda modulando canais idnicos (AMERI, 1999; DI MARZO
etal., 1998; LUTZ, 2002).

Dois receptores CB foram identificados, um nomeado de CB; (MATSUDA et al.,
1990), também conhecido anteriormente como o subtipo do sistema nervoso central, mas
que também é encontrado em outras estruturas, tais como bago e tonsila, e em menor

quantidade na glandula adrenal, coracdo, Utero, ovario, testiculo e em nervos simpéticos. O



outro receptor nomeado de CB, (MUNRO; THOMAS; ABU-SHAAR, 1993), era
previamente conhecido como o subtipo periférico, pois foi encontrado inicialmente em
regibes marginais do baco, nas tonsilas e em células do sistema imune (AMERI, 1999),
mas posteriormente encontrado no sistema nervoso central (FOWLER et al., 2001).

Os receptores do tipo CB; estdo entre os receptores acoplados a proteina G mais
abundantes no sistema nervoso central (SNC) e a sua distribuicéo foi bem caracterizada no
encéfalo de ratos e de humanos. Em estudos com ligantes, as maiores densidades foram
encontradas nos nuacleos da base (substancia negra (SN), globo pélido (GP), nucleo
entopeduncular e estriado lateral) e no cerebelo. Altas densidades também foram
encontradas nas células piramidais do hipocampo, no giro denteado e nas camadas | e IV
do cértex. Densidades intermediarias de sitios de ligacdo foram encontradas no nucleo
acumbens, e sitios esparsos ou ausentes no tronco encefalico, no bulbo e no hipotadlamo
(AMERI, 1999). Varios estudos que empregaram métodos de autorradiografia,
hibridizacdo in situ e imunohistoquimica também tém demonstrado a presenca de
receptores CB; em areas do encéfalo de animais adultos, como no cortex cerebral,
hipocampo, cerebelo e ndcleos da base (GLASS; FAULL; DRAGUNOW, 1997,
HERKENHAM et al.,, 1990; HERKENHAM et al., 1991a, b; MAILLEUX;
VANDERHAEGHEN, 1992; TSOU et al., 1998).

Como citado anteriormente, acreditava-se que os receptores CB, eram encontrados
apenas em tecidos e células do sistema imune. Entretanto, estudos mais recentes mostram
que apesar de ndo estar presente no SNC em condi¢cBes normais, este receptor pode
aparecer em células gliais, nomeadas de microglia reativa, em resposta a diferentes
condigbes prejudiciais associadas a eventos inflamatérios locais (FERNANDEZ-RUIZ et
al., 2007). Apesar de controversos, outros estudos propdem que os receptores CB, podem
estar presentes no cérebro, mesmo em condi¢cdes normais (ONAIVI et al., 2006). Os
receptores CB, foram mapeados em ceélulas gliais, incluindo microglia e astrocitos,
progenitores neurais e oligodendrogliais, algumas subpopulacdes de neurénios, e em
diferentes estruturas cerebrais de varias espécies, incluindo seres humanos, utilizando
abordagens in vivo ou in vitro (para revisdo ver FERNANDEZ-RUIZ et al., 2008).

Investigacdes recentes mostram que o endocanabindide anandamida, além de ser
ligante dos receptores canabindides CB; e CB,, também é ligante de outros receptores, tais
como o TRPV1 (transient receptor potential cation channel - receptor vanildide do tipo 1),
0 TASK-1 (canal de potassio), o PPAR gama (peroxisome proliferator-activated receptor)



(O'SULLIVAN; KENDALL, 2010), e outros receptores ndo canabinoides acoplados a
proteina G ainda ndo identificados (LUTZ, 2002; ROSS, 2003; SZALLASI; DI MARZO,
2000; VAN DER STELT; DI MARZO, 2005a).

1.2.3 Mecanismo de acdo do sistema canabindide

Quando os canabinoides enddgenos se ligam aos receptores CB; desencadeiam
uma série de mecanismos intracelulares caracteristicos dos receptores acoplados a proteina
Gip. A maioria dos autores descreve trés eventos importantes (1) inibigdo da adenilil
ciclase, levando a uma diminuicdo dos niveis de AMP ciclico (AMPc) intracelular e de
proteina quinase A; (2) estimulacdo de sinalizacdo de proteinas quinases ativadas por
mitdgeno (MAP quinase); (3) inibicdo de canais de Ca®* dependentes de voltagem do tipo
N e P/Q, e estimulagdo de canais de K* tipo A, resultando numa diminuicdo do influxo de
calcio e em um aumento do efluxo de potassio (DE PETROCELLIS; CASCIO; DI
MARZO, 2004; DI MARZO, et al., 1998; LUTZ, 2002). Os receptores CB; sao
abundantemente expressos em terminais axénicos, 0 que sugere a sua a¢ao pré-sinaptica na
maioria das vezes. Os canabindides endogenos sdo liberados por neurdnios pés-sinapticos
e agem no receptor CB; de neurdnios pré-sinapticos. O resultado dessa ligacdo ¢ uma
reducdo da liberagdo de outros neurotransmissores, como 0 &cido gama-aminobutirico
(GABA) e o glutamato, por exemplo. Logo apds, os canabindides endogenos sdo levados
para o interior das células para serem degradados (FREUND et al., 2003,
HASHIMOTODAN; OHNO-SHOSAKU; KANO; 2007). (Figura 1).



Figura 1- Mecanismos de acdo dos canabindides.
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No terminal pré-sinaptico a anandamida e 2-AG ativam os receptores CB; acoplados a proteina G,
modulando a permeabilidade da membrana neuronal aos fons Ca®* e K* e a atividade da adenilil
ciclase (AC) afetando assim a liberacdo ou a acdo dos neurotransmissores ou ambas, e a
neurotransmissdo lenta e rapida. Uma vez liberados pela despolarizacdo dos neurdnios, os dois
compostos, devido a sua lipofilia, podem se comportar como outros derivados do &cido
araquidénico (AA), como sinais autdcrinos e paracrinos agindo no proprio neurénio de origem, em
neurdnios vizinhos, ou em astrécitos. No hipocampo a inibicdo da AC e posteriormente da proteina
quinase A (PKA) dependente de AMPc, também pode levar a modulagdo da plasticidade sinaptica,
por exemplo, através do aumento da fosforilagdo da tirosina e subsequente ativacdo da quinase de
adeséo focal (FAK).

Fonte: Adaptado de Di Marzo et al., 1998.

Para que os canabindides enddgenos possam ser inativados, existe uma molécula
transportadora de membrana, o transportador de anandamida da membrana celular (AMT),
que a leva para dentro das células para que ocorra a degradacdo enzimatica intracelular
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feita pela enzima hidrolase de amida de &cido graxo (FAAH). O 2-AG também é captado
pelo AMT e em sequéncia sofre degradacdo enzimatica intracelular pela monoacilglicerol
lipase (MAGL) ou pela FAAH. De acordo com este mecanismo, altas concentracfes de
FAAH e AMT sdo encontradas nas areas do encéfalo que possuem uma grande densidade
de CB,, tais como o hipocampo, o cerebelo e o cortex cerebral (BASAVARAJAPPA,
2007; FRIDE; SHOHAMI, 2002).

1.2.4 Canabinoides exdgenos

Dentre os canabinoides exdgenos, 0 mais conhecido e estudado é o principio
psicoativo da planta Cannabis sativa (maconha), o A°-THC, que foi isolado em 1965
(MECHOULAM; GAONI, 1965). Outro composto derivado da maconha é o canabidiol,
que apresenta um perfil de baixa toxicidade e € indicado como um potente anti-
inflamatério (MECHOULAM; PARKER, 2013). No entanto, existem diferencas
farmacoldgicas entre os exocanabindides e os canabindides enddgenos no sistema nervoso
central. Por exemplo, os efeitos farmacoldgicos da anandamida e do A°-THC sdo bastante
similares, mas a anandamida possui uma agao in vivo menos duradoura quando comparada
com o canabindide derivado da planta, e isso ocorre devido a degradacdo enzimatica rapida
da anandamida (FRIDE; SHOHAMI, 2002).

Atualmente, o A’-THC, o canabidiol e outros canabindides exégenos sintéticos
agonistas e antagonistas de CB; e/ou CB, sdo utilizados na pesquisa. Para o presente
estudo foram escolhidos alguns compostos canabindides, que serdo detalhados a seguir. O
araquidonil-2-cloroetilamida (ACEA) foi desenvolvido inicialmente como um agonista
seletivo do receptor CB;, apresentando alta afinidade pelo receptor CB; e baixa afinidade
pelo receptor CB, (HILLARD et al., 1999). Porém, atualmente sabe-se que este composto
também pode agir em receptores TRPV-1 (FARSANDAJ; GHAHREMANI; OSTAD,
2012; RUPAREL et al., 2011). O AM 251 é um antagonista e/ou um agonista inverso
seletivo do receptor CB; analogo ao antagonista CB; SR141716A (rimonabanto)
(GATLEY et al., 1996; PERTWEE, 2005). O AM 404 é um inibidor do transportador de
anandamida, o qual diminui recaptacdo deste composto, aumentando seus niveis
enddgenos (BELTRAMO et al., 1997). Por fim, o canabidiol, como ja citado

anteriormente, é um composto da C. sativa que ndo apresenta efeitos psicotropicos, que
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atua como um agonista fraco do receptor CB; e como agonista inverso do CB,, e que inibe
a recaptacao de anandamida (PETITET et al., 1998; THOMAS et al., 2007).

1.3 O Sistema canabindide e os nucleos da base

Conforme escrito anteriormente os receptores canabindides CB; sdo expressos em
grandes quantidades nos nucleos da base de roedores e primatas (AMERI, 1999;
HERKENHAM et al., 1991a, b). No estriado, esses receptores possuem localizacdo pré e
poés-sinaptica e atuam particularmente na transducdo de dopamina. Nessa regido o0s
neurbnios de projecdo e os interneurbnios GABAérgicos sdo 0s que mais expressam CB;.
Esses receptores sdo sintetizados em neurdnios espinhosos médios GABAErgicos no
estriado e transportados para seus terminais no globo palido externo (GPe), globo péalido
interno (GPi) e na substancia negra por¢do reticulada (SNpr). Além disso, projecdes
glutamatérgicas do ndcleo subtaldamico para a SN e GPi, também expressam CB;. Existe
também uma co-expressdao dos receptores canabindides CB; e 0s receptores
dopaminérgicos D1 e D2 e o receptor 5SHT1B de serotonina. Os receptores D2 e CB;
compartilham um grupo de proteinas G, indicando uma convergéncia dos seus mecanismos
de transducéo, enquanto que a estimulacdo dos receptores CB; pode bloquear a ativagédo
dos receptores D1 mediada pela adenilil ciclase. (BROTCHIE, 2003; FERRE et al., 2009;
PAPA, 2008; VAN DER STELT; DI MARZO, 2003). No GPi e SNpr foi demonstrado que
a ativacdo do CB; reduz tanto a liberacdo de GABA como a de glutamato dos terminais
axonicos do estriado e do nlcleo subtalamico, respectivamente (BROTCHIE, 2003; PAPA,
2008) (Figura 2).
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Figura 2 - Esquema simplificado da organizacéo funcional dos ndcleos da base.
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Os nucleos da base consistem em quatro nucleos: estriado dorsal (caudado-putamen), globo palido
(que é separado em camada interna (GPi) e camada externa (GPe)), nlcleo subtalamico (Stn) e
substancia negra (que é separada em porg¢do reticulada (SNpr) e por¢do compacta (SNpc)). O
estriado é o primeiro nucleo de entrada e contém neurdnios GABAérgicos espinhosos médios que
recebem inervacdo glutamatérgica (setas vermelhas) do cortex cerebral e proje¢des dopaminérgicas
da SNpc (seta azul). Na via direta, os neur6nios espinhosos médios do estriado enviam suas
projecoes GABAérgicas (setas pretas) para a SNpc e GPi que sdo os dois principais nicleos de
saida. O tdlamo (Tha) esta sob o controle inibitério destes nucleos de saida. Na via indireta, 0s
neurdnios espinhosos médios enviam suas projecdes GABAEérgicas primeiro para o0 GPe, o qual,
por sua vez, inibe o Stn com eferéncias GABAérgicas. O Stn ativa os nlcleos de saida com
projecOes glutamatérgicas. Deve-se notar que 0s neurdnios da SNpc estendem seus dendritos para a
SNpr, e sdo capazes de fazer sinapses com eferéncias do estriado e do ndcleo subtalamico. O
receptor CB; (quadrados amarelos) sdo expressos nas diferentes regides dos nicleos da base,
modulando assim a via direta (receptor D1) e a via indireta (receptor D2).

Fonte: van der Stelt e Di Marzo, 2003.

Portanto, existe um consenso na literatura de que os receptores CB; estriatais estdo
localizados principalmente em neurdnios GABAérgicos, mas também em neur6nios
glutamatérgicos. Dessa forma a ativacdo do receptor CB; pode modular a liberagcdo de
neurotransmissores e influenciar a atividade dos neurdnios dopaminérgicos na SN. No caso

especifico da SN os receptores CB; estdo localizados da porcao reticulada nos terminais de
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neurbnios espinhosos estriatais. Fibras aferentes dopaminérgicas da SN inervam 0s
neurdnios estriatais que expressam CB; e também, receptores de dopamina (JULIAN et al.,
2002; KOFALVI et al., 2005; MATYAS et al., 2006). Os neurdnios dopaminérgicos dos

nucleos da base ndo expressam o receptor CB; (JULIAN et al., 2002).

1.4 Doenca de Parkinson: modelo de doenca neurodegenerativa dos nucleos da base

Inimeros dados da literatura sugerem, portanto, que o sistema canabinodide parece
exercer um papel importante na circuitaria dos nucleos da base (para revisdo ver em VAN
DER STELT; DI MARZO, 2003). Entretanto, sdo necessarias ainda muitas informacoes
para 0 entendimento completo dessa circuitaria. Para acrescentar informacfes a essa
questdo, escolhemos estudar um modelo experimental da Doenca de Parkinson (DP).

A DP é a segunda doenga neurodegenerativa mais comum que costuma afetar as
pessoas a partir dos 55 anos, embora existam casos raros de jovens e criangas afetados
(SCHOBER, 2004). Esta doenca é relacionada a perda de 50-70% dos neurdnios
dopaminérgicos da SN em sua porcdo compacta (SNpc), e consequentemente diminuicao
da concentracdo de dopamina na area de projecdo destes neurbnios. Essa deplecdo de
dopamina desencadeia uma modificagdo funcional complexa na circuitaria dos nucleos da
base, 0 que leva aos sintomas motores tipicos da doenca: tremores, rigidez muscular e
bradicinesia (BLANDINI et al., 2008). Além destes sintomas também pode ocorrer a
acinesia, alteracdes da marcha e instabilidade postural com quedas frequentes e falta de
expressao facial (AGID, 1991), sintomas cognitivos como lentiddo dos pensamentos,
demora em responder perguntas, desconexdao com o ambiente, falta de iniciativa,
deméncia, e quadro depressivo em cerca de 40% dos pacientes (CUMMINGS, 1992).

A caracteristica neuropatolégica da DP é a formacéo de corpos eosinofilos que sdo
chamados de corpusculos de Lewy (SCHOBER, 2004). A morte dos neurbnios
dopaminérgicos da SN e a consequente ativacdo reduzida dos receptores dopaminérgicos
geram alteragcdes na atividade das vias direta e indireta dos nucleos da base. Ocorre um
aumento da atividade neuronal do GPi e SNpr, culminando com uma inibi¢&o excessiva do
sistema talamo-cortical. Além disso, a reducdo na atividade dopaminérgica leva a uma
diminuicdo da atividade neuronal do GPe e desinibi¢do do ndcleo subtalamico (NST), que
também resulta em inibicdo talamo-cortical. Resumindo, a degeneracdo dopaminérgica

resulta em uma diminui¢do da atividade da via direta e aumento da atividade da via
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indireta, gerando excessiva inibi¢do dos sistemas motores (ALEXANDER; CRUTCHER,
1990).

Modelos experimentais da DP com o emprego de substancias capazes de produzir a
mesma lesdo seletiva de neurdnios dopaminérgicos da SNpc, acompanhada de sintomas
semelhantes ao parkinsonismo, tém sido utilizados na tentativa de compreender os
mecanismos subjacentes a doenca. Entre estas substancias estdo: 1) as analogas da
dopamina, como por exemplo, a 6-hidroxi-dopamina (6-OHDA); 2) contaminantes da
heroina sintética 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP); 3) herbicidas e
pesticidas; e 4) metais como manganés. Todos os modelos animais demonstram ativacao
de microglia na SN apoés a injecdo local e um paralelismo entre a progressdo da lesdo e a
ativacdo da microglia (BLANDINI et al., 2008; PURISAI et al.,, 2007; SCHMIDT;
FERGER, 2001; SCHOBER, 2004; SMEYNE; JACKSON-LEWIS, 2005).

A 6-OHDA é uma das neurotoxinas mais utilizadas em modelos de degeneracéo de
projecdes catecolaminérgicas centrais, incluindo o sistema nigroestriatal in vivo e in vitro
(SCHOBER, 2004). A injecdo de 6-OHDA na porcao centro-lateral do caudado-putamen
(estriado) ¢ o modelo que mais se aproxima do quadro encontrado em humanos
(TILLERSON et al., 2002), principalmente se a lesdo for bilateral (revisado por
DEUMENS; BLOKLAND; PRICKAERTS, 2002). Porém, os cuidados pG6s-operatorios
necessarios neste modelo sdo muito grandes (BLANDINI et al., 2008; SCHOBER, 2004).
Assim, tem-se utilizado extensamente a lesdao unilateral do sistema nigroestriatal, de forma
a aproveitar o lado ndo lesado do mesmo animal como controle dos efeitos da lesdo
(GRIGOR'IAN; BAZIAN, 2007; SCHWARTING; HUSTON, 1996).

As injecOes intraestriatais de 6-OHDA causam uma morte neuronal retrégrada e
progressiva (SCHOBER, 2004). A perda dos neurdnios na SN comega nas primeiras 12
horas da injecdo intraestriatal da toxina e a lesdo nos terminais dopaminérgicos estriatais,
em paralelo com o esgotamento de dopamina, € estabelecida em 2-3 dias (BLANDINI et
al., 2008), ficando estavel apds 2 semanas (LABANDEIRA-GARCIA et al., 1996). A leséo
pode ser induzida em ratos ou camundongos (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; BEAL,
2001). Apos injecdo local, esta neurotoxina é captada pelas moléculas transportadoras de
dopamina e noradrenalina. A 6-OHDA ¢é acumulada entéo no citosol e promove a producao
de radicais livres e disfungdes mitocondriais. Ocorre assim, inibicdo dos complexos I e IV
da cadeia respiratéria mitocondrial, e a producgdo de radicais livres superdxido (revisado
por BLUM et al., 2001; e por SCHOBER, 2004). Como resultado final ocorre morte
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neuronal devido a ativacdo de mecanismos apoptéticos dependentes de capase 3
(TANAKA; OGAWA; ASANUMA, 2006). A liberacdo de radicais reativos de oxigénio
leva a formacdo de quinonas que reagem com grupamentos nucleofilicos. A lesdo assim
produzida ndo gera corplsculos de Lewy, tipicos do tecido nervoso de pacientes
parkinsonianos. Em resumo, a neurotoxicidade da 6-OHDA é causada entdo pela inibicéo
da cadeia respiratoria e estresse oxidativo induzido pela formacéo de radicais livres. Estes
dois mecanismos de toxicidade ndo estdo necessariamente ligados, mas parecem agir
sinergicamente durante a degeneracio neuronal (SCHOBER, 2004; TORRAO et al., 2012).

Hoje a literatura apresenta uma série de resultados a respeito da DP induzida por 6-
OHDA e estes resultados s&o muitas vezes diferentes e controversos. Os resultados obtidos
com a lesdo dependem da quantidade de 6-OHDA aplicada, do local exato da injecéo, se a
injecdo € uni ou bilateral; que fase da lesdo esta sendo investigada, qual regido dos nucleos
da base foi analisada e que espécie animal foi utilizada (BLANDINI et al., 2008;
SCHOBER, 2004). Sabe-se que para estudos de neuroprotecdo a injecéo intraestriatal da
toxina € a mais utilizada (SCHOBER, 2004).

Para examinar os déficits funcionais causados pela doenca realizam-se testes
comportamentais com 0s animais, para verificar assimetria rotacional, e disfunc¢des
motoras e sensoriais (HENDERSON et al., 2003; HENDERSON; WATSON, 2003).

1.5 Sistema canabindide e a Doenca de Parkinson

Ao longo da ultima década varios estudos tém descrito a participacdo do sistema
canabinoide em diversos modelos experimentais de morte neuronal, apresentando papel
neuroprotetor. A maioria deles demonstra a participagdo dos compostos canabindides
enddgenos e/ou exdgenos, como também dos receptores CB; e CB;, nesses modelos
(GRUNDY; RABUFFETTI; BELTRAMO, 2001; GILBERT et al., 2007; MATO; DEL
OLMO; PAZQOS, 2003; PANIKASHVILI et al., 2001;PARMENTIER- BATTEUR et al.,
2002;VAN DER STELT et al., 2002, 2005). De maneira geral, sabe-se que o sistema
canabindide é ativado em resposta a diferentes estimulos que danificam as células
nervosas. Este fato vem sendo documentado em diferentes paradigmas de
neurodegeneracdo. Entretanto, os resultados s@o extremamente variados, dependendo de
fatores como a espécie animal estudada, a idade, tipo e gravidade do dano, e dos
mecanismos de morte celular ativados (SAGREDO et al., 2007a).
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Apesar de muitos trabalhos apoiarem o0s efeitos neuroprotetores para muitos
canabinoides em diversos modelos de neurotoxicidade, 0s mecanismos exatos pelos quais
esse processo ocorre ainda ndo sdo muito conhecidos (MARSICANO et al., 2002). Alguns
trabalhos sugerem a ativacdo de vias de neuroprotecdo pelos canabindides como, por
exemplo, os mecanismos dependentes dos receptores CB; e proteina quinase A (KIM et al.,
2005; ZHUANG et al.,, 2005); o envolvimento dos receptores CB; com sistemas
compensatérios endogenos das vias FAK/MEK/ERK e/ou FAK/PI3SK/ERK e outras
possiveis vias de sinalizacdo ainda ndo identificadas (KARANIAN et al., 2006); a
participacdo de fatores neurotr6ficos como mediadores na neuroprotecdo por ativacdo dos
receptores CB; em modelos de excitotoxicidade (KHASPECOQV et al., 2004); eventos
mediados preferencialmente pelos receptores CB, e suas relacdes com as células gliais,
como a reducdo do local inflamatério que frequentemente acompanha as
neurodegeneragdes cronicas e agudas (FERNANDEZ-RUIZ et al., 2008); relagdes do
sistema canabinodide com o sistema imune (PANIKASHVILI et al., 2006; SAGREDO et
al., 2007a; ULLRICH et al., 2006); eventos mediados por mecanismos independentes de
receptores, como por exemplo, propriedades antioxidantes de certos canabindides
(GARCIA-ARENCIBIA et al., 2007); mecanismos dependentes dos receptores TRPV1
(PEGORINI et al., 2006); entre outros (revisado por MECHOULAM; SPATZ,
SHOHAMI, 2002; revisado por MECHOULAN, 2002; SAGREDO et al., 2007a).

Neste contexto, 0 processo neurodegenerativo observado na DP também se tornou
alvo dos estudos de neuroprotecao possivelmente desempenhada pelo sistema canabindide.
Por exemplo, Lastres-Becker e colaboradores (2005) mostraram que o THC pode reverter a
diminuicdo da transmissdao dopaminérgica nos nulcleos da base de ratos com
hemiparkinsonismo causado pela injecdo unilateral de 6-OHDA, devido a uma redugéo da
morte dos neurdnios dopaminérgicos no lado lesado. Este estudo ainda mostra que outro o
canabidiol, também é responsavel pela neuroprotecdo neste mesmo modelo através de um
mecanismo independente de receptor e relacionado as suas propriedades antioxidantes.
Além disso, neste mesmo estudo os autores mostraram o efeito neuroprotetor de outro
agonista canabindide nédo seletivo, 0 HU-210, em cultivos primarios de células granulares
de cerebelo de embrides de ratos expostas a 6-OHDA. Essas células foram expostas ao
meio condicionado obtido de células gliais tratadas com HU-210, sugerindo que 0s
canabinoides exercem seus principais efeitos protetores através da regulacéo da influéncia
glial sobre os neur6nios. Outro estudo verificou o efeito neuroprotetor de compostos
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canabindides capazes de ligar a diferentes elementos do sistema canabindide, tais como os
receptores CB; e CB, e 0s AMT. Os resultados deste estudo apoiam a ideia de que apenas
0s canabinodides com propriedades antioxidantes, como, por exemplo, 0 AM 404 e nao
aqueles com afinidades aos receptores canabindides sdo capazes de reduzir a toxicidade
causada pela 6-OHDA em neurbnios nigrais (GARCIA-ARENCIBIA et al., 2007).
Gubellini e colaboradores (2002) verificaram um aumento dos niveis de anandamida em
ratos lesados por 6-OHDA, acompanhando a morte dos neurénios dopaminérgicos. Essa
elevacdo do endocanabindide foi acompanhada pela reducéo da enzima FAAH e do AMT.

Outros modelos experimentais da DP tais como, lesdes por MPTP ou lesdes por
tratamento com reserpina, também sugerem a importdncia dos receptores CB; na
sinalizacdo da circuitaria dos nucleos da base (BROTCHIE, 2003). Saguis tratados com
MPTP mostram um aumento da expressdo de receptores CB; no estriado (LASTRES-
BECKER et al., 2001). Ratos tratados com reserpina ou lesados por 6-OHDA mostram
aumento nos niveis de RNAm para receptor CB; no estriado, mas este aumento ndo se
mantém ao longo dos dias (ROMERO et al., 2000; SILVERDALE et al., 2001). Por outro
lado, um estudo mais recente mostrou uma diminuicdo dos receptores CB; na SN. No
entanto, essa diminuigdo ocorreu apenas em animais lesados unilateralmente com injecao
de 6-OHDA no estriado e ndo nos que tiveram lesdo no feixe prosencefalico medial
(WALSH et al., 2010). Outro estudo com humanos mostrou, por tomografia de emisséo de
positrons, que pacientes com DP também apresentam reducdo de CB; na SN (VAN
LAERE et al., 2012).

Apesar de muitos estudos apontarem para os efeitos neuroprotetores do sistema
canabindide em diversos modelos de neurodegeneracao, alguns trabalhos mostram que este
sistema pode promover a degeneracdo em alguns casos (SARNE et al., 2011). Em relagéo
aos compostos canabinoides, diferencas como dose, tipo de agente, tempo de exposicéo,
entre outras variaveis, podem gerar respostas opostas entre neuroprotecio e
neurotoxicidade (DI MARZO, 2008; FOWLER; ROJO; RODRIGUEZ-
GAZTELUMENDI, 2010; GUZMAN, 2003; SARNE; MECHOULAM, 2005).

Contudo, medicamentos a base de canabinoides tém sido propostos como terapias
promissoras na Doenca de Parkinson (DP), com base nos altos niveis de receptores CB;
encontrados nos nucleos da base, bem como na fungdo modulatéria atribuida a esse sistema
de neuromediacdo. Um trabalho sugere que o sistema de sinalizagdo desempenhado pelo
receptor CB; na DP apresenta um padréo bifasico de mudancas durante a progressdo da
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doenca, ou seja, em estdgios iniciais e assintomaticos da doenga ocorre uma
dessensibilizacdo/downregulation dos receptores CB; que podem estar associadas a morte
neuronal. Em contrapartida, os estagios mais avancados da DP caracterizam-se por uma
degeneracdo nigral profunda, associada ao aparecimento dos principais sintomas
parkinsonianos que podem estar relacionados a upregulation de receptores CB; e,
possivelmente, dos receptores CB,, e dos endocanabindides (GARCIA-ARENCIBIA et al.,
2009; revisado por GARCIA-ARENCIBIA; GARCIA; FERNANDEZ-RUIZ J, 2009).

1.6 Justificativa

O sistema canabindide desempenha funcGes modulatorias em varios processos
neurobioldgicos (BEGBIE; DOHERTY; GRAHAM, 2004; FERNANDEZ-RUIZ et al.,
2000; RAMOS et al., 2002; GRUNDY; RABUFFETTI; BELTRAMO, 2001; MATO;
DEL OLMO; PAZOS, 2003; PARMENTIER- BATTEUR et al., 2002 ;VAN DER STELT
et al.,, 2002, 2005). Por exemplo, nosso grupo tem investigado o papel do sistema
canabindide em processos do desenvolvimento embrionario (LEONELLI et al., 2005) e em
processos de plasticidade (CHAVES et al., 2008).

A importéncia do sistema canabindide para a neurociéncia e de se ter melhor
conhecimento sobre ele, é evidente quando analisamos a abundante expressao do receptor
CB; no SNC. Segundo Matsuda e colaboradores (1990) os receptores CB; estdo entre 0s
receptores acoplados a proteina G mais abundantes no SNC, e dentre as estruturas que
mais expressam esse receptor estdo os nucleos da base (AMERI, 1999, HERKENHAM et
al., 19914, b). Portanto, a participacdo do sistema canabindide na circuitaria dos nucleos da
base representa um importante objeto de investigacgéo.

Em uma primeira abordagem estudamos a expressdo e distribuicdo dos receptores
CB; nos nucleos da base, utilizando estudos de dupla-marcacdo com marcadores de célula
da glia, de elementos estruturais de neurénios e de populacGes especificas de neurdnios
(dopaminérgicos e GABAérgicos). Apesar de existirem trabalhos relacionados ao assunto,
grande parte deles é baseada em evidéncias farmacoldgicas e sdo raros os estudos com
enfoques apenas morfologicos.

Uma abordagem comumente utilizada em pesquisa para o estudo de uma circuitaria
especifica é promover alteragcbes da mesma. Assim, escolhemos para o presente estudo um

modelo experimental da DP, produzido pela injecdo unilateral intraestriatal de 6-OHDA,
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que promove degeneragdo de neur6nios dopaminérgicos na SN e diminuicdo dos niveis de
dopamina em toda circuitaria dos nucleos da base, como uma segunda alternativa para o
melhor entendimento da relacdo do sistema canabindide e os nicleos da base. Neste
modelo, escolhemos explorar alteracdes temporais da expressdo do receptor CB1, bem
como de proteinas relacionadas aos sistemas dopaminérgico e GABAérgico. Essas
informacgdes sdo de extrema importancia ja que a literatura mostra dados controversos
sobre essas questbes. Morera-Herreras e colaboradores (2012) apontam que os resultados
de estudos sobre a expressdo dos receptores CB; em modelos animais de DP sdo
heterogéneos e muitas vezes conflitantes, pois dependem do modelo animal utilizado e dos
periodos pos-lesdo analisados. Por este motivo, analisamos a expressdo dos receptores CB;
em diferentes periodos pos-lesao e escolhemos 0 modelo animal que mais se aproxima do
quadro encontrado em humanos, por promover uma degeneracdo lenta e gradual do
sistema dopaminérgico (SCHOBER, 2004; TILLERSON et al., 2002).

Por fim, como uma terceira abordagem, realizamos tratamentos com agonistas e
antagonistas canabindides neste modelo experimental da DP, analisando aspectos
neuroguimicos e comportamentais. Apesar dos atuais esforcos em estudar o sistema
canabinoide na circuitaria dos nucleos da base e suas relaces com a DP, e de seu papel
neuroprotetor ter sido demonstrado em diferentes modelos de neurodegeneracéo
(SANTOS, 2012; SANCHEZ; GARCIA-MERINO, 2012), incluindo a DP (GARCIA-
ARENCIBIA et al., 2009), os dados sdo ainda muito controversos. Especificamente no
caso da DP ndo esta clara qual a participacdo efetiva dos receptores canabindides na
neuroprotecdo; quais canabindides exdgenos desempenhariam este papel neuroprotetor
para fins terapéuticos; se os beneficios ou maleficios dos canabinoides estdo relacionados a
questdes de sobrevivéncia de neurdnios ou de melhoria dos sintomas; e quais 0s
mecanismos exatos envolvidos nestes processos. Dentro desse contexto de neuroprotecao,
optamos ainda por trabalhar com uma linhagem de células (neuro-2a) diferenciada em
neurdnios dopaminérgicos e exposta a toxicidade da 6-OHDA. Realizamos tratamentos
com diversos compostos canabindides e avaliamos a viabilidade celular. O trabalho com
cultivo celular, além de viabilizar o estudo de mais compostos canabindides e de diferentes
concentracdes, pela facilidade técnica dos estudos in vitro, e por ser um microambiante
mais facilmente manipulavel, permitiu a melhor avaliacdo da questdo de sobrevivéncia de

neurdnios.
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Assim, esclarecer a relagdo do sistema canabindide com os ndcleos da base, no que
se refere a distribuicdo dos receptores CB; nos nucleos da base, as alteracdes temporais da
expressao desses receptores frente ao processo lesivo causado pela 6-OHDA, e a relagéo
desse sistema com processo de neuroprotecdo e/ou neurodegeneracdo em modelos
experimentais da DP podem contribuir de maneira significativa para a compreensao dos

mecanismos subjacentes as doencas neurodegenerativas em geral, e em especial a DP.
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6 CONCLUSOES

O objetivo geral do presente estudo era o de aprofundar o conhecimento sobre o
sistema canabindide na circuitaria dos nucleos da base de ratos. Para isso iniciamos nosso
trabalho investigando a distribuicdo dos receptores CB; nos nlcleos da base, bem como
possiveis co-localizacBes destes com diferentes marcadores. O receptor CB; €
abundantemente expresso na circuitaria dos nucleos da base predominantemente em
neurdnios GABAEérgicos, principalmente no GPe, no GPi e na SNpr onde apresentam uma
localizacdo pre-sinéptica. Além disso, o receptor CB; ndo apresenta co-localizagdo com
neurbnios dopaminérgicos e aparece muito esparsamente em células da glia nessa
circuitaria. Por fim, uma parcela desses receptores parece também apresentar uma
localizagdo pds-sinaptica, principalmente no GPe e no GPi.

Outra abordagem consistiu em avaliar a variagdo temporal da expressao de CB; e
de proteinas relacionadas aos sistemas dopaminérgicos e GABAérgicos no modelo
experimental da DP produzido pela injecdo unilateral intraestriatal de 6-OHDA em ratos.
Os receptores CB; apresentaram uma variacao de expressao estrutura-especifica complexa
e distinta nos nucleos da base ao longo do tempo. Além disso, como ndo observamos
diminuicdo no nudmero de neurbnios GABAérgicos neste modelo, mas observamos
modulacdo de proteinas expressas por esses neurénios, como o proprio receptor CB; e a
calbindina, concluimos que os neurénios GABAEérgicos apresentam respostas plasticas
frente a diminuicdo de dopamina, as quais acreditamos estarem relacionadas a mecanismos
de compensacdo, principalmente no que se refere ao sistema canabindide.

Por fim, avaliamos os efeitos do tratamento com compostos canabindides em
parametros neuroquimicos e comportamentais no modelo experimental de DP in vivo e
sobre a viabilidade celular em um modelo in vitro. A ativacdo do receptor CB; pelo agonista
ACEA parece ter sido prejudicial a lesdo, tanto nos estudos neuroquimicos (discretamente),
como nos estudos comportamentais. Por outro lado, o blogueio do receptor CB; pelo
antagonista AM251 embora ndo tenha produzido alteragcbes neuroquimicas, mostrou efeitos
benéficos nos testes de comportamento motor, sendo este composto uma possivel estratégia
terapéutica para os sintomas da DP. Embora ndo tenhamos observado grandes diferencas na
viabilidade celular com os tratamentos de forma geral, 0 AM 404 (inibidor da recaptacéo de
canabindides enddgenos) diminui discretamente a morte celular produzida pela exposicéao a 6-
OHDA em nosso modelo. Comparando nossos dados de tratamento com compostos
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canabindides nos ratos e na cultura de células concluimos ainda que os resultados podem ser

diferenciados, ou até opostos, entre as abordagens in vivo e in vitro.
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