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RESUMO

AUAD, L. G. A metanandamida, um agonista canabindide, protege a linhagem
de neuroblastoma neuro 2A da morte celular induzida por peroxido de
hidrogénio. 2012. 57 f. Dissertacao (Mestrado em Fisiologia Humana) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2012.

As doencas neurodegenerativas sdo desordens progressivas que afetam
determinadas populagbes neuronais do sistema nervoso central, levando a morte
neuronal e a ruptura de circuitos neurais. Fatores genéticos, ambientais e a idade
contribuem para o desenvolvimento das doencas neurodegenerativas. Além destes
também sdo apontados como fatores de risco, deficiéncias de fatores neurotroficos,
defeito mitocondrial, acimulo de elementos neurotoxicos, aumento da formacéo de
radicais livres e/ou estresse oxidativo, defeito no metabolismo energético e defeitos
genéticos. O sistema canabindide vem sendo sugerido como um importante sistema
neuroprotetor em diversos modelos de neurodegeneracdo como, hipdxia aguda e
epilepsia, isquemia cerebral, leséo cerebral, excitotoxicidade e modelos de estresses
oxidativos. Uma vez que o encéfalo é especialmente vulneravel a danos dos radicais
livres, o seu envelhecimento parece estar intimamente associado aos efeitos das
ROS. Os objetivos do presente estudo foram avaliar a participacdo do sistema
canabindide em um modelo de morte celular in vitro induzida pelo perdxido de
hidrogénio. O modelo celular utilizado foi a linhagem Neuro 2A. Iniciamos com as
padronizacdes de tempo e curva concentracao-resposta do peroxido de hidrogénio e
dos agentes canabindides. Posteriormente realizamos os tratamentos conjugados
para verificar a possivel funcdo neuroprotetora do sistema canabindide. Obtivemos
resultados de neuroprotecdo da Metanandamida revertendo o quadro de morte
celular induzido pelo perdxido de hidrogénio. Acreditamos que esta neuroprotecao
seja via CB; que inibe os canais de célcio dependentes de voltagem talvez
contribuindo para a reducéo da progressdo da excitotoxicidade. Além disso, um dos
mecanismos neuroprotetores do sistema canabindide comumente proposto € a

inibicdo da liberacdo de glutamato mediada pelo receptor CB;.

Palavras-Chave: Neuro 2A. Peroxido de Hidrogénio. Sistema Canabindide. Morte
Celular. Metanandamida.



ABSTRACT

AUAD, L. G. The methanandamide, a cannabinoid agonist, protect the lineage
of neuro 2A cell death induced by hydrogen peroxide. 2012. 57 p. Master thesis
(Human Fisiology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo,
Séo Paulo, 2012.

Neurodegenerative diseases are progressive disorder affecting specific neuronal
populations in the central nervous system, leading to neuronal death and disruption
of neural circuits. Genetic, environmental and age contribute to the development of
neurodegenerative diseases. In addition to these are also identified as risk factors,
neurotrophic factor deficiencies, defective mitochondrial accumulation of neurotoxic
elements, increased formation of free radicals and / or oxidative stress, defects in
energy metabolism and genetic defects. The cannabinoid system has been
suggested as an important system neuroprotective in several models of
neurodegeneration such as acute hypoxia and epilepsy, cerebral ischemia, brain
injury, excitotoxicity and oxidative stress models. Once the brain is especially
vulnerable to free radical damage, its aging seems to be closely associated with the
effects of ROS. The objectives of this study were to evaluate the participation
cannabinoid system in a model of in vitro cell death induced by hydrogen peroxide.
The model used was the cell line neuro 2A. We begin with the standardization of time
and concentration-response curve of hydrogen peroxide and cannabinoid agents.
Later we performed the treatments combined to verify the possible neuroprotective
effects of the cannabinoid system. We obtained results of neuroprotection
methanandamide reversing the framework of cell death induced by hydrogen
peroxide. We believe that this is via neuroprotection CB; that inhibits calcium
channels of voltage-dependent perhaps contributing to the reduction of the
progression of excitotoxicity. Furthermore, one of the neuroprotective mechanisms
commonly proposed system is the cannabinoid inhibits the release of glutamate

mediated by the CB; receptor.

Key words: Neuro 2A. Hydrogen Peroxide. Cannabinoid System. Cell Death.

Methanandamide.
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1 INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS GERAIS

Com o aumento da expectativa de vida da populagdo, existe um grande
interesse no estudo das doengas neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson,
Huntington e Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA). Varios desses estudos tém
implicado o estresse oxidativo como fator importante na progressdo ou mesmo no
desencadeamento do processo neurodegenerativo, uma vez que 0s neurbnios séo
extremamente susceptiveis ao estresse oxidativo.

O estresse oxidativo é definido como a situacdo na qual a formacédo de
espécies reativas excede a capacidade de defesa antioxidante e de reparo do
organismo, tendo como consequiéncia o aumento de danos a moléculas de DNA,
lipidios e proteinas. Estes danos, quando ndo reparados, podem comprometer o
funcionamento celular e ocasionar a morte das células por apoptose ou até mesmo
necrose, de acordo com o estimulo (HALLIWELL, 2001).

Neste contexto, muitos estudos investigam o papel do sistema canabindide
como neuroprotetor nas doencas neurodegenerativas (SHEN; THAYER, 1999) em
modelos de hipdxia aguda e epilepsia (WALLACE et al., 2003), isquemia cerebral
(NAGAYAMA et al., 1999), lesdo cerebral (PANIKASHVILI et al., 2001),
excitotoxicidade (MARSICANO et al., 2003; VELDHUIS et al., 2003) e de diferentes
paradigmas de estresse oxidativo (MARSICANO et al., 2003).

1.2 DOENCAS NEURODEGENERATIVAS

As doencas neurodegenerativas sao desordens progressivas que afetam
determinadas populacbes neuronais do sistema nervoso central, levando a morte
neuronal e a ruptura de circuitos neurais. Um mecanismo comum no
desenvolvimento de processos neurodegenerativos parece ser a presenca de
componentes protéicos anormais que se acumulam no encéfalo, levando a perda
neuronal. O acumulo de B-amildide (AB) nas placas senis e de proteina tau
hiperfosforilada nos emaranhados neurofibrilares da Doencga de Alzheimer; acumulo
da a-sinucleina nos corpos de Lewy na Doenca de Parkinson, agregados da

proteina huntingtina na Doenca de Huntington e corpos de Pick na deméncia de
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Pick, sdo alguns exemplos. Essa alteragdo na conformacdo de proteinas (por
oxidagdo protéica ou dano oxidativo de RNA), gerando estruturas intermediarias,
gue formam oligdmeros sollveis (considerados 0s mais toxicos), que posteriormente
agregam-se, formando protofibrilas e por fim fibrilas, que s&o consideradas
marcadores de processos neurodegenerativos (CASTELLANI et al., 2007,
MANCUSO et al., 2007; MATTSON, 2004; MOLINA-HOLGADO et al., 2007).

Fatores genéticos e ambientais parecem contribuir para o desenvolvimento
das doencas neurodegenerativas, sendo a idade o principal fator de risco. Além da
idade, sdo apontados como fatores de risco, deficiéncias de fatores neurotroéficos,
defeito mitocondrial, acimulo de elementos neurotoxicos, aumento da formacéo de
radicais livres e/ou estresse oxidativo, defeito no metabolismo energético e defeitos
genéticos (KAR et al., 2004; SPIRES; HYMAN, 2005). Varias evidéncias sugerem
que a disfuncdo mitocondrial e 0 estresse oxidativo estdo fortemente envolvidos na
patogénese de muitas doencas neurodegenerativas relacionadas com o
envelhecimento, especialmente a doenca de Alzheimer (LEUNER et al., 2007;
MATTSON et al., 2008).

1.3 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E DEFESAS ANTIOXIDANTES

As células vivas presentes em uma atmosfera rica em oxigénio estdo
constantemente expostas aos possiveis danos causados por espécies reativas de
oxigénio (ROS - “reactive oxygen species”), que podem ser originadas tanto
exdgena quanto endogenamente. As fontes exdégenas de ROS incluem luz
ultravioleta (UV), principalmente nos comprimentos de onda maiores que 280nm,
irradiacdo ionizante e agentes quimicos. JA as ROS formadas endogenamente
podem ser originadas como consequéncia do proprio metabolismo celular, uma vez
que elétrons provenientes da cadeia de transportes de elétrons, localizada na
mitocondria, podem interagir com varias moléculas intracelulares. ROS sao também
produzidas durante processos patolégicos como, por exemplo, 0 que ocorre em uma
resposta inflamatoria celular (BERRA; MENCK; DI MASCIO, 2006). E importante
salientar que as ROS nem sempre sdo o resultado do metabolismo celular, mas
podem ser também geradas por oxidases (enzimas especificas da membrana
plasmatica) como resposta a fatores de crescimento e citocinas e,

consequentemente, podem servir como segundos mensageiros em alguns
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processos especificos de sinalizacdo celular. A geracdo intracelular de ROS,
considerada normal em niveis fisioldgicos, tem um papel vital uma vez que essas
espécies, nesses casos, produzidas de forma controlada, atuam na regulacdo da
sinalizacao celular e da expressao génica (BARZILAI; YAMAMOTO, 2004).

Durante as reacdes fisiologicas do metabolismo celular aerébio sdo gerados
intermediarios reativos, como os radicais superédxido (O2), hidroperoxila (HOy) e
hidroxila (OH), e o perdxido de hidrogénio (H.0,). O Peréxido de hidrogénio (H.05,)
apesar de ndo ser um radical livre, apresenta efeito extremamente deletério, porque
participa da reacdo que produz o OH. O H,O, tem vida longa e é capaz de
atravessar camadas lipidicas (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

O equilibrio entre a producdo de ROS e o sistema antioxidante é essencial
no metabolismo de oxigénio e as células possuem um sistema de defesa que pode
atuar como detoxificadora do agente antes que ele cause lesdo. Esse sistema é
constituido por glutationa reduzida (GSH), superéxido-dismutase (SOD), catalase,
glutationa-peroxidase (GSH-Px) e vitamina E. No caso de a leséo ja estar instalada,
também pode entrar em acdo um sistema de reparacdo constituido pelo acido
ascorbico, pela glutationa-redutase (GSH-Rd) e pela GSH-PXx, entre outros. A maior
parte dos agentes antioxidantes estd no meio intracelular (FERREIRA,;
MATSUBARA, 1997).

1.3.1 ESTRESSE OXIDATIVO E MORTE CELULAR

Apesar da existéncia desses agentes e mecanismos antioxidantes, quando a
formacdo de ROS excede a capacidade antioxidante celular, pode haver a geracéo
de uma condicdo conhecida como estresse oxidativo, cujos resultados podem ser
bastante danosos as células. Essa condi¢cdo pode variar bastante entre organismos,
tipos celulares e até mesmo entre células de um mesmo tecido, uma vez que a
capacidade antioxidante das células pode ser bastante diversificada (BERRA;
MENCK; DI MASCIO, 2006).

Uma grande quantidade de estudos suporta o papel do estresse oxidativo no
desencadeamento de morte por apoptose (MCCONKEY, 1998). O mecanismo de
inducdo pode ser via exposicdo a perdxido de hidrogénio (IKEDA et al., 1999;
MATSURA et al., 1999), ciclizacdo-redox de quinonas ou agentes tiol-alquilantes

(SLATER et al., 1995). Assim como o calcio, 0 estresse oxidativo pode inibir ou
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promover apoptose e até necrose, dependendo da intensidade do estimulo
(FERNANDEZ; COTTER, 1994). Slater et al. (1995) postularam que a morte celular
apoptotica pode sofrer uma transicdo para a necrética durante uma situacao de
estresse oxidativo através de dois mecanismos principais. O primeiro é
desencadeado pela inativacdo de caspases devido a oxidacdo do grupo tiol de seus
sitios ativos por agentes oxidantes ou S-nitrosilacdo. No segundo mecanismo ocorre
uma reducdo nos niveis de ATP, portanto, na producdo de energia, devido a
diminuicao de funcdo mitocondrial causada pela acédo de agentes oxidantes, levando
a liberacéo de citocromo c e alteragdo de permeabilidade de membrana mitocondrial
(CHANDRA; SAMALI; ORRENIUS, 2000; MCCONKEY, 1998). O processo
apoptoético envolve a participacdo ativa das células afetadas na cascata de
autodestruicdo que culmina em degradacdo do DNA via ativacdo de endonucleases,
desintegragéo nuclear e formagao de “corpos apoptéticos”. Estes corpos apoptoticos
sao rapidamente retirados do tecido por macréfagos e esta sinalizacao ocorre devido
a translocacéo da fosfatidilserina do lado interno para o lado externo da membrana
“‘marcando” as células que deverdo ser fagocitadas (ARENDS et al.,, 1990;
COMPTON, 1992; WYLLIE et al., 1980; WYLLIE, 1985).

O sistema nervoso central é especialmente sensivel a sofrer lesbes por
estresse oxidativo e isto se d& por varios fatores. O SNC tem capacidade reduzida
de regeneracédo celular devido a reposicdo de um neurbnio ser um processo muito
mais lento que a regeneracdo de outros tipos celulares. Desta forma, a morte de
neurdnios induzida por toxinas ou pelo processo normal de envelhecimento pode
causar sérios comprometimentos ao sistema nervoso. Outro fator sdo as
caracteristicas intrinsecas do SNC e de seu metabolismo que o tornam mais
propenso a danos causados por espécies oxidantes, como por exemplo, 0 consumo
de oxigénio (O;) pelo cérebro ser muito elevado (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2002)
e a utilizagdo extensa do glutamato como neurotransmissor (HALLIWELL, 2001). A
grande demanda por O, deve-se ao alto consumo de ATP pelos neurbnios, para
manter o potencial de membrana e o fluxo de neurotransmissores (HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 2002).

A morte celular e disfungcdes metabdlicas podem causar aumento de
glutamato extracelular, elevando a concentragéo de célcio (Ca*?) intracelular a niveis

patologicos. Isto resulta na superativacdo da fosfolipase A, e da éxido nitrico sintase
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(NOS) neuronal, levando a liberacdo de &cidos graxos e producao elevada de oxido
nitrico (NO¢) (HALLIWELL, 2001).

1.4 SISTEMA CANABINOIDE

Céanabis é a designacdo comum as plantas do género Cannabis, da familia
das Canabiniceas, mais conhecida como canhamo ou maconha. O A°-
tetrahidrocanabinol (A°®-THC), ou simplesmente THC, é o principio ativo mais potente
e € o responsavel pelo efeito psicoativo da Cannabis sativa (MECHOULAM, 1970).
Desde a caracterizagdo do THC, varios estudos tém focado os seus efeitos
psicotropicos e terapéuticos como anti-emético, anti-convulsivante, anti-inflamatorio
e analgésico (AMERI, 1999; FRIDE et al., 2004; HOWLETT, 2002, 2004). Além
disso, o potencial uso terapéutico da canabis tem sido explorado em diversas
patologias, tais como a epilepsia (CARLINI; CUNHA, 1981; CORTESI; FUSAR-POLI,
2007; CUNHA et. al., 1980), transtorno bipolar (ASHTON et al., 2005), doenca de
Alzheimer (EUBANKS et al., 2006), como terapia substitutiva do alcoolismo e crack
(LABIGALINI et al., 1999; SCHER, 1971), entre outros usos.

1.4.1 CANABINOIDES ENDOGENOS E RECEPTORES

O THC e os outros componentes canabindides sdo moléculas lipofilicas que
exercem seus efeitos centrais por se ligarem a receptores de membrana. O entao
denominado sistema endocanabindide, constituido pelos componentes canabindides
enddgenos, suas enzimas de sintese e degradacdo e seus receptores, parece
desempenhar uma funcdo modulatoria em varios processos neurobioldgicos, tais
como fungdes motoras e cognitivas, anticoncepgdo, sono e comportamento
alimentar (AMERI, 1999; FRIDE et al., 2004).

Trés compostos canabindides enddgenos foram bem caracterizados até o
momento: anandamida (etanol amida do acido araquid6nico), 2-araquidonoil-glicerol
(2-AG — éster também derivado do acido araquiddnico) e 2-araquidonoil-glicerol-éter
(éter derivado do acido araquiddnico). As concentracdes dos tipos de canabindides
enddgenos no sistema nervoso séo diferentes sendo a de 2-AG 200 vezes maior
que a de anandamida. Entretanto, no encéfalo a distribuicdo é muito semelhante,

pois ambos existem em maiores concentra¢cdes no tronco encefalico, estriado e
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hipocampo e em menores concentracdes no coértex, diencéfalo e cerebelo (FRIDE,
2002).

De modo geral, os endocanabinodides sao liberados por neurbnios pos-
sinapticos apds uma estimulacdo, e agem nos receptores de neurdnios pré-
sinapticos, resultando em uma inibicdo da liberagdo de outros neurotransmissores,
como, por exemplo, o GABA e o glutamato (FREUND et al., 2003; FREUND;
HAJOS, 2003; HASHIMOTODANI et al., 2007).

Os efeitos dos canabindides dependem em grande parte dos receptores
canabindides (CB) nomeados CB; (MATSUDA et al., 1990) e CB, (MUNRO et al.,
1993). Esses receptores apresentam estrutura protéica de sete alcas
transmembréanicas e agem através de vias de transducéo envolvendo a proteina Gy,
da superfamilia das proteinas G, que diminui a atividade da adenililciclase
resultando na reducgdo dos niveis intracelulares de AMPc (FELDER et al., 1993;
VOGEL et al.,, 1993). A ativacdo dos receptores CB; ainda pode aumentar a
condutancia ao K* por interferir em canais de K* do tipo A (HENRY; CHAVKIN, 1995)
ou inibir diretamente a condutancia ao Ca®" através de canais de Ca*" do tipo N
(MACKIE; HILLE, 1992).

Os receptores canabindides do tipo CB; estdo entre 0s receptores mais
abundantes no sistema nervoso e a sua distribuicdo foi bem caracterizada no
encéfalo de ratos e humanos. Em estudo com métodos de auto-radiografia,
hibridizacao in situ e imuno-histoquimica, as maiores densidades foram encontradas
nos ganglios da base (substancia negra, globo palido, nicleo 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 cortex e
densidades intermediarias no nucleo acumbens (AMERI, 1999). Também foram
descritas populacdes de CB; em astrocitos perivasculares (GLASS et al., 1997,
HERKENHAM et al., 1991).

Os receptores canabindides do tipo CB; foram primeiramente relacionados
ao sistema imune (PAZOS et al.,, 2004). No sistema nervoso apresentam um
aumento de sua expressdo em microglia e astrocitos ativados em situacdes
patoldgicas, participando do controle de producéo local de mediadores inflamatorios,
reduzindo os processos neuroinflamatorios. Assim, esses receptores participam de
maneira importante de mecanismos que favorecem a sobrevivéncia neuronal
(EHRHART et al., 2005; FERNANDEZ-RUIZ et al., 2000). Esses mecanismos
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parecem envolver a regulacdo de fatores de transcricdo (PANIKASHVILLI et al.,
2005).

Outros estudos mostram que o endocanabindide anandamida, além de ligar
a receptores canabinoides CB; e CB,, também se liga a outros receptores como VR1
(receptor vanildide 1), TASK-1 (canal de potassio) e outros receptores nao
canabinodides acoplados a proteina G ainda néo identificados (LUTZ, 2002; ROSS,
2003; SZALLASI; DI MARZO, 2000; VAN DER STELT; DI MARZO, 2005).

1.4.2 MECANISMOS DE ACAO DO SISTEMA CANABINOIDE

ApoOs uma estimulacdo, os endocanabindides sao liberados por neurbnios
pos-sinapticos e agem no receptor CB; de neurbnios pré-sinapticos. Essa ligacao
desencadeia uma reducédo da liberacdo de outros neurotransmissores, como 0
GABA e o glutamato. Para inativar os endocanabindides existe uma molécula
transportadora de membrana, o transportador de anandamida da membrana celular
(AMT), que os leva para dentro das células para que ocorra a degradacao
enzimatica intracelular pela enzima &cido graxo amina hidroxilase (FAAH). O 2-AG
também ¢é captado pelo AMT e sofre degradacdo enzimatica intracelular pela
monoacilglicerol lipase (MAGL) ou pela FAAH (BASAVARAJAPPA, 2007; FREUND
et al., 2003; FRIDE, 2002; HASHIMOTODANI et al., 2007).

Ao se ligarem aos receptores CB;, 0s canabindides endbégenos
desencadeiam uma série de mecanismos intracelulares caracteristicos dos
receptores acoplados a proteina Gjp. A maioria dos autores descreve trés eventos
importantes (1) inibicdo da adenililciclase, levando a uma diminui¢cdo dos niveis de
AMP. intracelular e de proteinas quinases A; (2) estimulacdo de sinalizacdo de
proteinas quinases ativadas por mitdégeno (MAP quinase); (3) inibicao de canais de
Ca?* dependentes de voltagem do tipo N e P/Q e estimulacdo de canais de K* tipo A
resultando em uma diminui¢éo do influxo de célcio e aumento do efluxo de potéassio.
As acdes dos endocanabindides nessas vias de sinalizacdo provavelmente
contribuem para uma reducdo na liberacdo de neurotransmissores em geral (DE
PETROCELLIS et al., 2004; DI MARZO et al., 1998; LUTZ, 2002). (Figura 1)
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Figura 1 - Bases moleculares da acdo neuromoduladora dos endocanabindides
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No terminal pré-sinaptico a anandamida e o 2-araquidonoilglicerol (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 adenilato ciclase (AC), afetando assim a
liberagdo ou acdo do neurotransmissor, ou ambos, e as neurotransmissoes lenta e rapida.
Dependendo do ensaio utilizado, o 1(3)-araquidonoil glicerol é equipotente ou levemente
menos potente que o 2-isbmero. Uma vez liberados pela despolarizagdo dos neurdnios, 0os
dois compostos, devido as suas propriedades lipofilicas, podem se comportar como outros
derivados do acido araquidénico (AA), com sinais autdcrinos ou paracrinos agindo nos
mesmos neurdnios ou em neurdnios vizinhos ou em astrocitos. No hipocampo, a inibicdo da
AC e como consequéncia da proteina cinase dependente de AMPc (PKA), também pode
levar a modulacdo da plasticidade sinaptica, por exemplo, através do aumento da
fosforilagéo de tirosina e subsequente ativacédo da cinase+ de adeséao focal (FAK+). Ativacdo
da AC mediada por proteina Gs foi observada com a inibicdo de G;, com toxina pertussis, e
estimulacdo simultdnea dos receptores D2 e CB; em fatias de estriado levando a
estimulacao de AC ao invés de inibicdo. Em fatias de hipocampo, uma potenciacao direta de
receptores NMDA pela anandamida também tem sido observada. Atuando em canais de K*
acoplados ao receptor CB;, a anandamida pode também hiperpolarizar diretamente células
musculares lisas. A anandamida também afeta as concentracfes intracelulares de AA e
Ca?" nos astrécitos via mecanismos sensiveis & toxina pertussis. Abreviagbes: AA, &cido
araquidbnico; FAK+, cinase+ de adesdo focal; PLA,, Fosfolipase A,;; THC, A9(-)-
tetrahidrocanabinol.

Fonte: (DI MARZO et al., 1998).
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1.4.3 SISTEMA CANABINOIDE, NEUROPROTECAO E NEURODEGENERACAO

O sistema canabinéide vem sendo sugerido como um importante sistema
neuroprotetor em diversos modelos de neurodegeneracdo (SHEN e THAYER, 1999)
como, hipdxia aguda e epilepsia (WALLACE et al., 2003), isquemia cerebral
(NAGAYAMA et al., 1999), lesdo cerebral (PANIKASHVILI et al., 2001),
excitotoxicidade (MARSICANO et al., 2003; VELDHUIS et al., 2003) e modelos de
estresses oxidativos (MARSICANO et al., 2003). Alguns destes estudos tém
mostrado tanto niveis elevados de endocanabindides como aumento de expressao
dos receptores CB; em modelos de lesdes centrais em ratos e camundongos
(HANSEN et al., 2001; PANIKASHVILI et al., 2001; VAN DER STELT et al., 2001).
Por exemplo, Panikashvili et al. (2001) descrevem um possivel envolvimento do
endocanabindide 2-araquidonoil-glicerol (2-AG) na neuroprote¢cdo em estudos com
camundongos, uma vez que 0s niveis desse endocanabindide apresentam-se
aumentados significativamente apds lesdo no encéfalo. Em alguns estudos os
efeitos de neuroprotecdo foram atenuados pelo SR141716A, um antagonista do
receptor CB;, onde o efeito protetor parece estar relacionado com a inibicdo da
liberacdo sinaptica de glutamato, sugerindo a participacdo do receptor canabindide
nesse processo (JACKSON et al., 2005; PARMENTIER-BATTEUR et al., 2002; VAN
DER STELT et al.,, 2002). O envolvimento dos receptores CB; e seus ligantes
enddgenos na neuroprotecdo também tem sido demonstrado em estudos com
camundongos knock-out para o receptor CBj;, que apresentam maior
susceptibilidade a neurodegeneracdo (MARSICANO et al.,, 2003; PARMENTIER-
BATTEUR et al., 2002). Além disso, o0 mecanismo neuroprotetor dos canabindides
envolve a regulacdo da atividade de fatores de transcricao relacionados as citocinas
(MOLINA-HOLGADO et al., 2007). Alguns estudos também tém investigado o papel
neuroprotetor dos canabindides em modelos in vitro (BOBROV et al., 2008; CHEN et
al., 2005; GILBERT et al.,, 2007; KARANIAN et al., 2005; KIM et al., 2005;
MARSICANO et al., 2002; ZHUANG et al., 2005), mas os resultados sao conflitantes.
Por exemplo, Jackson et al. (2004) investigaram o possivel papel neuroprotetor do
sistema canabindide em culturas de células do telencéfalo de camundongos knock-
out para o receptor CB;, submetidas ao tratamento agudo com citocinas e
observaram que essas células sdo mais susceptiveis a morte celular por apoptose.

Outro estudo realizado com culturas de células de hipocampo de ratos submetidas a
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toxicidade por AMPA mostra que a inibicdo do transporte e da degradacdo dos
endocanabindides, parece proteger as células e que esse efeito neuroprotetor é via
receptor CB; que por sua vez mobiliza fatores neurotroficos responsaveis pela
manutencdo sinaptica e sobrevivéncia celular (KARANIAN et al., 2005). Por outro
lado, outro estudo mostra um efeito apoptético do THC em cultura de cértex de
ratos, onde parece haver um bloqueio do ciclo celular (DOWNER et al., 2003).

Muitos desses estudos atribuem o0s efeitos neuroprotetores dos
canabindides em modelos in vitro aos mecanismos dependentes dos receptores CB;
relacionados a interacdo com a proteina quinase A (KIM et al., 2005) que pode
resultar numa reducdo ou blogueio da liberacdo do calcio intracelular em condicbes
neurotdxicas (ZHUANG et al., 2005). Guo e Ikeda em 2004 sugerem que a ativacao
dos receptores CB; inibe os canais de calcio dependentes de voltagem talvez
contribuindo para a reducao da progressao da excitotoxicidade. Além disso, um dos
mecanismos neuroprotetores do sistema canabindide comumente proposto € a
inibicdo da liberacdo de glutamato mediada pelo receptor CB; (JACKSON et al.,
2005; TAKAHASHI; CASTILLO, 2006) possivelmente via mecanismo retrogrado
(BREIVOGEL et al., 2004).

Os mecanismos moleculares subjacentes as propriedades neuroprotetoras
dos canabindides sdo bastante diversos e, freqlientemente, complementares. Estes
incluem alguns eventos ndo mediados por receptores de canabindides (antagonismo
de receptores NMDA, propriedades antioxidantes) e outras, que sdo definitivamente
mediadas tanto por receptor CB; como por CB,, incluindo a sua capacidade para: (a)
modular, via receptores CB; pré-sinapticos, as transmissfes excitatérias
glutamatérgicas e a plasticidade sinaptica; (b) estimular a acdo do GABA,; (c)
modular as respostas imunes e a libertacdo de mediadores inflamatérios via
receptores CB;, CB; e ndo CB;/CB,, localizados nos neurdnios, astrécitos, microglia,
macrofagos, neutrofilos e linfocitos; (d) ativar de vias de sinalizacédo citoprotetoras;
(e) modular a excitabilidade e a homeostase do Ca?*, através de acOes sobre os
canais do Ca®", K* e Na*, e receptores NMDA e; (f) melhorar o suprimento

sanguineo ao cérebro lesionado (DE LAGO et al., 2007) (Figura 2).
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Figura 2 — Mecanismos Neuronais e Gliais da Neuroprotecdo dos Canabindides
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Fonte: (DE LAGO et al., 2007).



47

6 CONCLUSOES

Com este estudo podemos concluir que a metanandamida, um agonista do
sistema canabindide, reduziu a morte celular da linhagem Neuro 2A induzida pelo
estresse oxidativo. Este efeito protetor parece ser pelo menos em parte via
receptores CB; expressos na linhagem Neuro 2A. O modelo in vitro utilizado em
nossos estudos parece ser Util tanto para a avaliagdo de mecanismos relacionados
aos processos neurodegenerativos, como para o entendimento da participacdo do

sistema canabindide nesses processos.
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