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RESUMO

Neste trabalho investigamos as a¢cdes de canabinoides e sua relagdo com o
sistema purinérgico sobre a proliferacdo e a viabilidade celular utilizando como modelo
culturas de células de retina embrionaria de galinha. Culturas em E7C1 foram tratadas
com WIN 55,212-2, um agonista de receptores CB1 e CB2, URB 602, um inibidor da
enzima MAGL, e com ATP e ADP. WIN e URB 602 inibiram a proliferacdo tanto das
culturas controle quanto das culturas tratadas com ATP e ADP. A reducdo da
proliferacdo sugere um arresto do ciclo celular, diferenciacédo e/ou morte celular. Na
retina de galinha ja foi descrito que os receptores P2X7 participam de fendbmenos de
morte celular. Para investigar o envolvimento dos receptores P2Xz na morte celular
induzida por WIN, culturas em E7CL1 foram tratadas com WIN e A438079, um inibidor
dos receptores P2X7, e submetidas ao ensaio de viabilidade celular. WIN diminuiu a
viabilidade celular de forma dose-dependente, sendo este efeito completamente
blogueado pelo A 438079. Entretanto, A438079 nao reverteu o efeito de WIN sobre a
incorporacdo de [3H]-timidina, sugerindo que a participacédo de receptores P2X7 em
culturas tratadas com WIN esteja restrita a fendmenos de morte celular. Uma das
formas de se estudar a atividade de receptores P2X7 é através de ensaios de captacéo
de corante fluorescente. Culturas de E7C1 tratadas com WIN durante 24h
apresentaram um aumento de ~2x no numero de células positivas para o corante
fluorescente sulforodamina B (SRB). Além disso, culturas pré-incubadas com WIN
durante 24h e estimuladas com ATP 3mM por 10 min., apresentaram um aumento de
~4x no numero de células positivas para SRB, sendo este efeito totalmente bloqueado
por A438079. Na retina de ratos ja foi descrito que o receptor P2Y12 esta envolvido
com a saida do ciclo celular. Culturas de E7C1 foram tratadas com WIN e PSB0739,
um antagonista de receptores P2Y12 e submetidas ao ensaio de incorporacéo de [3H]-
timidina. PSB 0739 inibiu o efeito de WIN sobre a proliferacdo. Nossos resultados
sugerem que canabinoides possuem efeito inibitério sobre a proliferacédo celular, com
efeito irreversivel sobre a proliferacdo induzida por nucleotideos. Induziram ainda a
morte de células progenitoras da retina, a partir do aumento da atividade dos
receptores purinérgicos P2X7 e inibiu a proliferacdo celular através da ativagdo do

receptor purinérgico P2Y 12.

Palavras-chave: Canabinoide; Purinérgico; Retina; P2X7; P2Y 12.



ABSTRACT

In this work we investigate the actions of cannabinoids and their relationship
with the purinergic system on cell proliferation and viability using as model embryonic
retinal cell cultures. Cultures in E7C1 were treated with WIN 55,212-2, an agonist of
CB1 and CB2 receptor, URB 602, a MAGL enzyme inhibitor, and with ATP and ADP.
WIN and URB 602 inhibited the proliferation of both control cultures and cultures
treated with ATP and ADP. The decrease on proliferation suggests cell cycle arrest,
differentiation, and/or cell death. In the chick retina has been described that the P2X7
receptors are related to cell death phenomena. To investigate the involvement of P2X7
receptors in WIN induced cell death, cultures in E7C1 were treated with WIN and
A438079, a P2X7 receptor inhibitor, and subjected to the cell viability assay. WIN
decreased cell viability in a dose-dependent manner, an effect that was completely
blocked by A438079. However, A438079 did not reverse the effect of WIN on [3H]-
thymidine incorporation, suggesting that the participation of P2X7 receptors in WIN-
treated cultures is restricted to phenomena of cell death. One of the ways to study the
activity of P2X7 receptors is through fluorescent dye uptake assays. E7C1 cultures
treated with WIN for 24h showed a ~2x increase in the number of cells positive for
fluorescent dye sulforhodamine B (SRB). In addition, cultures pre-incubated with WIN
for 24h and stimulated with 3mM ATP for 10 min showed a ~4x increase in the number
of SRB-positive cells, this effect being totally blocked by A438079. In rat retina it has
been described that the P2Y12 receptor is involved with the cell cycle output. Cultures
of E7C1 were treated with WIN and PSB 0739, a P2Y12 receptor antagonist and
subjected to the [3H] -thymidine incorporation assay. PSB 0739 inhibited the effect of
WIN on proliferation. Our results suggest that cannabinoids have an inhibitory effect
on cell proliferation, with a reversible effect on nucleotide-induced proliferation. They
also induced the death of retinal progenitor cells from increased purinergic P2Xz
receptor activity and inhibited cell proliferation through the activation of purinergic
P2Y12 receptor.

Keywords: Cannabinoids, Purinergic; Retina; P2X7; P2Y12.
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INTRODUCAO

Cannabis sativa € utiliza hd muitos séculos por suas propriedades medicinais e
psicoativas. Os primeiros relatos sobre o uso da planta teriam ocorrido na Asia,
onde era utilizada para fins comerciais, terapéuticos e religiosos (OLIVEIRA; LIMA,
2016). Sua entrada no Brasil ocorreu através dos escravos africanos no periodo

colonial, sendo utilizada com finalidade recreativa (CARLINI, 2006).

Pertencente a familia Cannabaceae, a Cannabis, também €& conhecida como
"canhamo da india" ou mais vulgarmente como maconha. Ela é constituida por
mais de 400 compostos quimicos, dentre os quais somente 60 sdo considerados
canabinoides, responséaveis por seus efeitos psicoativos e potencial terapéutico
(GONCALVES & SCHLICHTING, 2014).

O isolamento e a elucidacdo da estrutura quimica dos fitocanabinoides ocorreu
somente na década de 60. Dentre eles, destacam-se o A°-tetrahidrocanabinol(A°-
THC), principal e mais abundante componente psicoativo; canabidiol (CBD), ndo
psicoativo, porém com diversas acdes terapéuticas; e o canabinol (CBN), com
efeito psicoativo e atividade anti-inflamatéria (GAONI; MECHOULAM, 1964;
LANARO, 2008). Desde entao, o interesse em suas propriedades farmacoldgicas
e terapéuticas aumentou, apontando para a aplicacdo medicinal em diferentes
condicdes clinicas, tais como: antiemético e indutor de apetite para pacientes em
guimioterapia, anticonvulsivante, analgésico e antiespastico na esclerose mdltipla,
ansiolitico e antidepressivo (HONORIO; ARROIO; SILVA, 2006; OLIVEIRA, 2016;
RIBEIRO, 2014; BLOOMFIELD et al., 2018).

Canabinoides desempenham, portanto, diversos efeitos sobre o organismo,
principalmente, sobre o sistema nervoso central (SNC) (HONORIO; ARROIO;
SILVA, 2006). Uma vez que a retina € uma extensdo do SNC, sendo conectados
a partir do nervo éptico (BEAR; CONNORS; PARADISO, 2008), torna-se entdo um
excelente modelo de estudo. A retina apresenta diversas similaridades com o SNC,
entre elas a presenca de diversos tipos de neurdnios, células gliais de Miuller,
astrocitos, além de macrofagos residentes, como a micréglia (SCHWITZER et al.,
2016). Apresenta também neurotransmissores, como 0 glutamato, GABA,
dopamina, noradrenalina, serotonina, acetilcolina, ATP (MARTINS; PEARSON,
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2008) e neuromoduladores como os endocanabinoides (KUBRUSLY et al., 2018).
A retina do embrido de galinha esta entre os modelos animais bastante utilizados
em estudos neuroquimicos e de desenvolvimento do SNC (VERGARA; CANTO-
SOLER, 2012). Na retina ja se sabe que os canabinoides podem modular a
neurotransmissao, regular a neuroplasticidade gerar efeito neuroprotetor,
prevenindo a morte celular em estados patoldégicos como o glaucoma, retinopatia
diabética e degeneracdo macular ligada a idade (KOKONA et al., 2016;
SCHWITZER, et al., 2016). Entretanto, a literatura torna-se escassa quando se
trata do papel dos canabinoides durante o desenvolvimento da retina, sendo este,

um ponto de interesse neste trabalho.

1.1. Desenvolvimento da retina:

O Sistema nervoso deriva-se da ectoderme. Modificacbes nessa regiao
originam a placa neural, que posteriormente dara origem ao sulco neural. As
paredes do sulco e pregas neurais fundem-se formando entéo o tubo neural, do
gual todo o SNC se desenvolve. O processo de diferenciacao do tubo neural dara
origem as vesiculas priméarias, chamadas de prosencéfalo, mesencéfalo e
rombencéfalo. Durante a diferenciacdo do prosencéfalo ocorre o surgimento das
vesiculas secundarias, sdo elas: vesiculas oOpticas e telencefalicas. As vesiculas
Opticas crescem e invaginam-se formando o talo Optico e o célice 6ptico. Apos a
invaginacdo das vesiculas 6pticas, o célice Optico torna-se uma estrutura com
dupla camada ligada ao diencéfalo através do talo éptico. A camada interna do
célice dptico dara origem a retina, enquanto a camada externa se tornara o epitélio
pigmentado (VERGARA; CANTO-SOLER, 2012).

A retina é o tecido sensorial responsavel pela conversao de energia luminosa
em potenciais eletroquimicos, que serdo conduzidos através do nervo éptico até
regides encefalicas superiores para produzir a visdo. O tecido retiniano € formado
por seis tipos de neurdnios: fotorreceptores bastonetes e cones; células bipolares,
amacrinas, horizontais e ganglionares, além de glia de Mduller, astrocitos e
microglia (HEAVNER; PEVNY, 2012).

A formacao correta da retina depende de um intrincado processo que combina

proliferacdo, migracdo, diferenciacdo e morte celular em intervalos de tempo
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preciso e coordenado (MARTINS; PEARSON, 2008). Neste trabalho, estudaremos
o papel do sistema canabinoide e purinérgico sobre fenbmenos de proliferacédo e

morte de células da retina em fases precoces do desenvolvimento.
1.1.1. Proliferacdo celular na retina:

Os processos de proliferacdo, especificacdo do destino celular, migracao,
morte e sinaptogénese ocorrem de forma dindmica e interposta (DONOVAN;
DAYER 2005). A proliferacé@o € regulada por fatores extrinsecos e intrinsecos das
células progenitoras durante o desenvolvimento da retina (MARTINS; PEARSON,
2008) e a saida do ciclo celular deve ser coordenada com a especificacdo do
destino das células, garantindo a correta formacéao das camadas e a proporc¢éo de
cada tipo de célula neural e glial, garantindo a fung¢éo visual (MEY; THANOS,
2000).

Células progenitoras da retina sdo multipotentes, ou seja, sdo capazes de dar
origem a todos os tipos de células (neurdnios e glia). Eles passam por repetidos
ciclos de divisao, gerando um “pool” de células progenitoras, antes de sair do ciclo
celular (DONOVAN; DYER, 2005). Elas diferenciam-se de forma sequencial,
porém sobreposta, dando origem a citoarquitetura multilaminar da retina. Onde os
corpos celulares estdo organizados em cinco camadas (VERGARA; CANTO-
SOLER, 2012).

Durante o ciclo celular, os nucleos migram verticalmente entre as superficies
basal e apical ao longo do tecido retiniano, esse movimento € denominado
movimento nuclear intercinético. A fase S, fase de duplicacdo do DNA, ocorre na
superficie basal. Enquanto a mitose, fase de divisdo celular, ocorre na superficie
apical, adjacente ao epitélio pigmentar da retina (EPR). Os ndcleos migram entre
essas duas superficies durante as fases G1 e G2, fases preparatérias e de
checkpoint (Figura 1-A) (MARTINS; PEARSON, 2008). Com o envelhecimento do
embrido, a retina passa da fase de proliferacdo para a de diferenciagao.

Na retina de galinha, as primeiras células a se diferenciarem sdo as células
ganglionares, no 2° dia do desenvolvimento embrionario (E2), seguidas pelas
amacrinas e horizontais (E3), fotorreceptores (E4). As células de Miller comeg¢am
a sair do ciclo ao mesmo tempo que os fotorreceptores, em torno de E5. Ja as

células bipolares sdo as ultimas células a iniciar a saida do ciclo celular (E6)
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(PRADA et al., 1991). As células migram para suas camadas especificas, onde
formam conexdes sinapticas (DONOVAN; DAYER 2005). A camada de células
ganglionares (CCG) é formada pelos corpos celulares das células ganglionares e
amacrinas deslocadas. A camada nuclear interna (CNI) é formada pelos corpos
celulares das células amacrinas, horizontais, bipolares e glia de Miller, e a camada
nuclear externa (CNE), sdo formadas pelos fotorreceptores, sendo que a retina de
galinha apresenta principalmente cones. As camadas plexiformes da retina
madura resultam do crescimento dos neuritos e da ramificacdo dendritica.
Conexdes entre células ganglionares, amacrinas e bipolares originam a camada
plexiforme interna (CPI). As conexdes entre as células bipolares, horizontais e
fotorreceptores produzem a camada plexiforme externa (CPE). Esta segregacao
dos diferentes estratos da retina comeca com cerca de 6 dias e € alcancada até o
14° dia do desenvolvimento embrionario (Figura 1-B) (MEY; THANOS, 2000).

A Proliferagdo celular B Retina madura
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Figura 1 - Retinogénese. A- Abaixo do epitélio pigmentado retiniano (EPR), células progenitoras da retina em
divisdo celular na camada neuroblastica (CN). As células sofrem divisdo celular durante o movimento nuclear
intercinético. A fase S ocorre na superficie basal, enquanto a mitose ocorre na superficie apical, adjacente ao EPR.
Os nulcleos migram entre essas duas superficies durante as fases G1 e G2. As células formam as camadas
conforme as células sofrem diferenciagdo. Conforme o envelhecimento do embrido, a camada de progenitores vai
diminuindo. B- Retina madura. CNE- camada neuroblastica externa; CNI - camada neuroblastica interna; CPI -
camada plexiforme interna; CCG - camada de células ganglionares; CNE- camada nuclear externa; CPE - camada
plexiforme externa; CNI - camada nuclear interna (Fonte: Adaptado de MARTINS; PEARSON, 2008).
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1.1.2. Morte celular durante o desenvolvimento da retina:

Durante o processo de proliferacdo, células-tronco neurais, progenitores em
proliferacdo, neurbnios e glia recentemente nascidos também sao afetados pela
morte celular (VALENCIANO; BOYA; DE LA ROSA, 2009). Este processo contribui
para alcancar a citoarquitetura precisa para o bom funcionamento da retina
(MARTINS; PEARSON, 2008).

Na retina de embriéo de galinha em desenvolvimento ocorrem dois periodos de
morte celular programada (Figura 2). O primeiro periodo, ocorre juntamente com o
inicio da génese de neurdnios ganglionares, com pico entre E3-E5, enquanto o
segunda onda de morte, apresenta um pico de morte entre E10-E12, afetando,
principalmente, células ganglionares, bipolares e glia de Muller (VALENCIANO;
BOYA,; DE LA ROSA, 2009).

Bipolares
Muller

Amacrinas

Cones
orizontais

Ganglionares

I | I | I I I »
2 4 6 7 8 12 14 Dias

Figura 2 - Morte celular e génese de células daretina de embrido de galinha. Eixo X: dias de desenvolvimento
embrionario. Barras horizontais coloridas refletem a neurogénese, e a linha preta sinuosa representa a morte de
neurdnios e glia de Muller (Fonte: O autor. Adaptado de PRADA et al, 1991; VALENCIANO; BOYA; DE LA ROSA,
2009).

Segundo Frade et al. (1997), as células envolvidas com a morte, no primeiro
periodo, corresponderiam as células neuroepiteliais em proliferacdo ou neuroblastos
pbés-mitoticos. Porém, como o perfil de desenvolvimento da fase inicial da morte celular
coincide com o inicio do nascimento do neurbnios ganglionares, entdo a morte
programada estaria associada a diferenciagdo dos neurénios. Logo apos eles terem

saido do ciclo celular, apés sua ultima mitose na superficie ventricular do
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neuroepitélio, eles entdo migram para a sua posicdo definitiva na retina. Esse
processo de morte limitaria e controlaria provisoriamente o namero inicial de neurénios

pos-mitéticos.

Neste trabalho utilizamos embrides de galinha com 7 dias de desenvolvimento
embrionério, nesta fase apenas as células bipolares e a glia de Miller estdo em
proliferacédo, e a segunda onda de morte celular natural esta sendo iniciada. Sendo

portanto uma idade estratégica para estudo dos efeitos de morte e proliferacéo celular.

1.2. Sistema endocanabinoide:

Os receptores canabinoides foram descobertos e clonados no final da década
de 80 e inicio dos anos 90. A descoberta dos receptores sugeria a existéncia de
moléculas enddgenas capazes de ativa-los. Posteriormente, Mechoulam e
colaboradores, elucidaram a estrutura quimica dos endocanabinoides (Figura 3),
sendo os principais encontrados a anandamida (AEA) e o 2-Araquidonoilglicerol (2-
AG) (MECHOULAM, 2002).

O sistema endocanabinoide é constituido por receptores canabinoides, ligantes
endogenos, enzimas de sintese e degradacdo, e transportadores transmembrana
para endocanabinoides (PINHO-COSTA et al., 2011).

o OH
—_ — CONHCH,;CH, OH S — C—0
¥ HEeé —o
Anandamida (AEA) 2-Araquidonoil Glicerol (2-AG)

Figura 3 - Estrutura dos principais endocanabinoides. AEA: amida derivada do acido araquidénico com
etanolamina (N-araquidonoil-etanolamina); 2-AG: derivado do acido araquiddénico com diacilglicerol (Fonte:
Adaptado de MECHOULAM, 2002).

1.2.1. Sintese dos endocanabinoides:

Produzidos sob demanda, os canabinoides enddgenos sdo sintetizados

classicamente no neurdnio pés-sindptico, por enzimas que dependem de Ca*2
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Derivados do acido araquiddnico, a biossintese de AEA ocorre, principalmente,
através da hidrolise do precursor N-araquidonilfosfatidiletanolamina (NAPE) pela acéo
da NAPE fosfolipase-D (NAPE-PLD). O 2-AG é sintetizado por duas etapas, a
fosfolipase C-B realiza a conversdo de fosfoinositideos de membrana em 1,2-
diacilglicerol e sua posterior hidrdlise por diacilglicerol lipase. Seguidamente, através
dos transportadores de membrana de endocanabinoides atingem a fenda sinaptica,
onde ativam o0s receptores canabinoides localizados no neurbnio pré-sinaptico
(SAITO; WOTJAK; MOREIRA, 2010; COSTA et al., 2011).

Além da origem lipidica dos endocanabinoides, eles podem ter também uma
origem peptidica. A hemopressina (Hp), um peptideo derivado da degradacédo
proteossomal da a-hemoglobina, foi descrito como uma agonista inverso do receptor
canabinoide do tipo 1 (CB1) (HEIMANN et al., 2007), enquanto que as formas de Hp
com dois (VD-Hpa) ou trés (RVD-Hpa) aminoacidos adicionais na porgcao terminal-N,
funcionam como agonistas do CB1. Quando ativados pelos peptideos, os receptores
CB1 ativam a proteina Gq, aumentando a liberag&o de calcio intracelular e ativando a
via da ERK1/2 (GOMES et al., 2009). A insercdo de moléculas derivadas da
degradacdo proteinas indica uma complexidade ainda maior para 0 sistema
endocanabinoide, onde receptores acoplados a proteina G respondem tanto a ligantes
enddgenos de origem lipidica quanto peptidica.

1.2.2. Receptores canabinoides:

Os efeitos dos canabinoides sobre o organismo é desencadeado a partir da
ativacao dos receptores canabinoides do tipo | (CB1) e tipo Il (CB2). Eles fazem parte
da familia dos receptores acoplados a proteina Gio (GPCRs), com sete dominios
transmembrana, comunicando mensagens extracelulares com o meio intracelular
(PINHO-COSTA et al., 2011).

Os receptores canabinoides sdo os GPCR mais abundantes do cérebro, sendo
0 CB1 o responsavel pela maior parte dos efeitos dos canabinoides (MECHOULAM,;
PARKER, 2013). Eles estédo presentes em diversas areas associadas com controle
motor, nos ganglios basais e cerebelo; memodria e aprendizagem, no hipocampo;
resposta emocional, na amigdala; controle do apetite, no hipotalamo; analgesia, na
medula espinhal (HONORIO; ARROIO; SILVA, 2006; MIKLASZEWSKA;
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CIECHOMSKA; KAMINSKA, 2013). Contudo, nos 6rgaos e tecidos periféricos, sdo
expressos em baixa densidade. Os receptores CB1 sdo encontrados principalmente
em neurdnios pré-sinapticos, onde atuam como sinalizadores retrogrados, inibindo a
liberagdo de neurotransmissores, uma das principais funcbes do sistema
endocanabinéide (MECHOULAM; PARKER, 2013).

Ativacdo do CB1 inibe a atividade da adenilil ciclase (AC) através da
subunidade a da proteina Gio, consequentemente ocorre a redugéo da producao de
adenosina monofosfato ciclico (AMPc). Canais de K*, sensiveis ao AMPc, séo abertos
permitindo um efluxo de carga positiva e tornando a membrana hiperpolarizada,
impedindo a propagagéo do impulso elétrico. Canais de Ca?* voltagem dependentes
séo fechados, impedindo a exocitose de neurotransmissores, como GABA e glutamato
(RANG, et al., 2016).

Por ser identificado primeiramente em células imunes, acreditava-se que 0s
receptores CB2 eram expressos somente no sistema imune (MECHOULAM;
PARKER, 2013). Entretanto, atualmente sabe-se que além do sistema imune, onde
atuam reduzindo a liberacdo de citocinas pro-inflamatoérias ou fatores linfangiogénicos,
também estdo presentes no SNC, principalmente na microglia, porém em menor
densidade se comparado ao CB1 (IANNOTTI; DI MARZO; PETROSINO, 2016). Assim
como o receptor CB1, os CB2 também séo acoplados a proteina Gio.

A ativacao dos receptores CB também atuam sobre a expresséo génica, pela
ativacao da proteina quinase ativada por mitdgenos (MAPK) e pela reducdo da
atividade da proteina quinase A (PKA) (RANG, et al., 2016).

Além dos receptores CB1 e CB2, os endocanabinoides podem se acoplar a
outros receptores, como: receptor potencial transitorio de vaniloide tipo 1 (TRPV1),
canal catibnico ndo seletivo ativado por anandamida, capsaicina, baixo pH e calor
(TOTH; BLUMBERG; BOCZAN, 2009); receptor GPR55, receptor “6rf&o” acoplado a
proteina G (RYBERG et al., 2007); e os receptores ativados pelo proliferador de
peroxissomo (PPAR), receptores nucleares que se ligam a sequéncias de DNA,
alterando a transcricdo de genes (O’'SULLIVAN, 2016).
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1.2.3. Degradacao dos endocanabinoides:

Endocanabinoides (eCB) sao rapidamente captados da fenda sinaptica e
inativados por hidrélise. A principal enzima responsavel pela degradacdo da
anandamida é a amida hidrolase de acidos graxos (FAAH), que converte a
anandamida em acido araquiddnico e etanolamina. O 2-AG sofre degradacao pela
acdo das monoacilglicerol-lipase (MAGL), sendo convertido em acido araquidénico e
glicerol (MIKLASZEWSKA; CIECHOMSKA; KAMINSKA, 2013). Inibidores da FAAH
ou MAGL blogueiam a degradacéo, gerando um acumulo de endocanabindides que
entdo ativam os receptores CB. Outras possiveis rotas do metabolismo dos eCB
incluem esterificagao, acilagédo e oxidacgéo pela ciclo-oxigenase-2 (COX-2), originando
prostaglandina-etanolamidas (RANG et al., 2016).

Na figura 4 estdo representados os processos de sintese e degradagédo dos

endocanabinoides e a respectiva ativagao dos receptores canabinoides.

Figura 4 - Sintese, sinalizacdo e degradagdo dos endocanabinoides. (1) Apds influxo de Ca2*, AEA e 2-AG
sao sintetizados a partir dos fosfolipideos da membrana do neurdnio pés-sinaptico e posteriormente liberados na
fenda sinaptica. (2) AEA e 2-AG ativam o receptor CB1 localizado no neurdnio pré-sinaptico, ativando a proteina
Gin. Canais de K* sdo abertos, causando a hiperpolarizagdo da membrana. Ao mesmo tempo, canais de Ca?*
voltagem-dependentes s&o fechados, impedindo a exocitose de neurotransmissores. (3) Recaptacdo de AEA e 2-
AG para posterior degradacgéo. (4) Degradacdo de AEA ocorre pela acdo da enzima FAAH, convertendo-a em
acido araquidodnico e etinolamina. 2-AG sofre degradacéo pela agdo da enzima MAGL, sendo convertido em acido
araquidonico e glicerol | (Fonte: SAITO; WOTJAK; MOREIRA, 2010).
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1.2.4. Canabinoides na retina:

Na retina os receptores CB1 s&o encontrados nas duas camadas de contatos
sinapticos, a camada plexiforme interna e externa, sendo expressos nos
fotorreceptores (cone e bastonetes), células horizontais, amacrinas e ganglionares.
Canais ibnicos participam do processo de fototransducao, converséao do sinal quimico
em sinal elétrico, principalmente sobre a despolarizacdo e hiperpolarizagcdo das
células. Ao modular os canais i6nicos inibindo a propaga¢édo do impulso nervoso e a
liberagcdo de neurotransmissores, 0 sistema canabinoide mostra-se envolvido na
regulacdo da neurotransmisséo retiniana. De modo que a estimulagdo do sistema

canabinoide pode regular a cascata de fototransducdo (SCHWITZER, et al, 2016).

Recentemente, Kubrusly et al. (2018) mostraram que em culturas de retina
embrionaria de galinha com oito dias de desenvolvimento e cultivadas por sete dias
(E8BC7), os receptores CB1 e CB2 sdo expressos em neurbnios e glias de Miiller, e
estdo acoplados a proteina Gio. O tratamento com agonista canabinoide WIN 55,212-
2 causou uma diminuicdo do acumulo de AMPc, reduziu a liberacdo de GABA e
blogueou a mobilizacédo de Ca?* induzida por ATP em células gliais, desempenhando,

portanto, um papel importante na sinalizacdo celular na retina em desenvolvimento.

Em doencas que afetam a retina, o sistema canabinoide tem efeito
neuroprotetor, prevenindo a morte de neurdnios danificados e sua degeneracéo,
devido ao ambiente de estresse celular. Na retinopatia diabética, onde o estresse
oxidativo e efeito pré-inflamatorio estdo associados a morte neuronal, canabinoide
reduz o estresse oxidativo e a neurotoxicidade, prevenindo a morte celular. No
glaucoma, doenca neurodegenerativa caracterizada por isquemia induzida por
excitotoxicidade e morte de células ganglionares, causada por uma liberacéo
excessiva de glutamato. Ao inibir a exocitose de glutamato, canabinoide inibe a
citotoxicidade induzida pelo neurotransmissor. Além do seu efeito de reducdo da
pressdo intra-ocular, sintoma caracteristico da doenca (KOKONA et al., 2016;
SCHWITZER et al., 2016).
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1.3. Sistema Purinérgico:

O sistema de sinalizagdo purinérgico participa de diversos mecanismos
fisiologicos importantes de controle, incluindo contracdo do mdusculo liso,
neurotransmissdo, secrecdo exocrina e endodcrina, resposta imune, inflamacéao,
agregacdo plaquetaria, dor e modulacdo da funcdo cardiaca (RALEVIC;
BURNSTOCK, 1998). Purinas desempenham papéis importantes no desenvolvimento
desde o momento da fertilizagcdo (MARTINS; PEARSON, 2008). Elas exercem seus
efeitos bioldgicos através de duas familias de receptores: receptores de adenosina
(P1), receptores de ATP e ADP (P2) (RANG, et al. 2016).

1.3.1. Receptores Purinégicos

Os receptores P1, ativados por adenosina, sdo divididos em quatro subtipos:
A1, A2a Az e As todos acoplados a proteina G, modulando a adenilil ciclase e a
formacédo de AMPc (RALEVIC; BURNSTOCK, 1998). Os receptores A1 e Az ativam a
proteina Gio e 0s receptores Axa e Az ativam a proteina Gs (BAROJA-MAZO,
BARBERA-CREMADES e PELEGRIN, 2012). Ja os receptores P2 dividem-se em
duas classes, receptores ionotropicos (P2X), ativados por ATP que modulam a
permeabilidade rapida e seletiva de cations Na*, K* e Ca?* (DUBYAK; EL-
MOSTASSIM, 1993), e acoplados a proteina G (P2Y), ativados por ATP, ADP, UTP e
UDP. Receptores P2Y séo receptores de nucleotideos acoplados a proteina G,
aumentando o inositoltrofosfato (IP3) e calcio intracelular através da ativacdo da
fosfolipase C ou regulando a producdo de AMPc através da adenilil ciclase
(BURNSTOCK, 2007). Os receptores P2X sdo subdivididos em sete receptores, P2X1-
7. Enquanto que os receptores P2Y, séo subdivididos em oito receptores: P2Y1, P2Y>,
P2Y4, P2Ys, P2Y11, P2Y12, P2Y13 e P2Yis (RALEVIC; BURNSTOCK, 1998;
BURNSTOCK, 2007). O esquema representando abaixo mostra a degradacao
extracelular do ATP, ativacao de receptores e suas respectivas vias de sinalizacao
(Figura 5).
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Figura 5 - Receptores purinérgicos e as respectivas vias de sinalizagdo. ATP pode ser convertido a ADP e a
adenosina, pela agdo das ectonucleotidases. Em vermelho, receptores ionotrépicos P2X, ativados pelo ATP. Sua
ativagcdo abre um canal catibnico, resultando em efluxo de K* e influxo de Na* e Ca?*. Em azul, receptores
metabotrépicos P2Y, ativados principalmente por ATP e ADP. P2Y1, P2Y12 e P2Y13sd0 ativados por ADP. Sendo
P2Y1 acoplado a proteina Ggq, ativando a fosfolipase C e aumentando o Ca?* intracelular. P2Y12 e P2Y13 sdo
acoplados a proteina Gip, inibindo a adenilil ciclase e reduzindo a producdo de AMPc. P2Y2, P2Y4 e P2Y11 sdo
ativados por ATP e acoplados a proteina Gg11, ativando a fosfolipase C-8 e aumentando o Ca2* intracelular. P2Ye
e P2Y14 séo ativados por UDP. Sendo P2Ys acoplado a proteina Ggq11, ativando PLCB e mobilizando Ca?* e P2Y 14
acoplado a proteina Gio inativando AD e reduzindo AMPc. Em verde, receptores metabotrépicos de Adenosina. A1
e Az ativam a proteina Gip, inibindo a adenilil ciclase e reduzindo a produgdo de AMPc. Enquanto Aza e Azg ativam
a proteina Gs, ativando a adenilil ciclase e aumentando a produg&o de AMPc (Fonte: Adaptado de BAROJA-MAZO,
BARBERA-CREMADES e PELEGRIN, 2012; RANG et al., 2016).

1.3.2. ATP naretina:

O ATP é um importante neuromodulador do SNC, controlando a proliferacao
celular durante o desenvolvimento da retina de vertebrados (para revisao: Martins &
Pearson, 2008). Na retina de galinha a proliferacdo celular induzida por ATP ocorre
durante uma fase restrita do desenvolvimento embrionario (E7 a E9) de forma
dependente da ativacdo da PLC, PKC e MAPK (SANCHES et al., 2002, NUNES et al.,
2007). Durante o desenvolvimento da retina, células mais diferenciadas liberam

fatores sollveis para o meio extracelular capazes de inibir a proliferacdo celular
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induzida por ATP, um fenbmeno que ocorre em conjunto com a dessensibilizacdo de
receptores P2Y (FRANCA et al., 2007). Ao mesmo tempo que o ATP promove a
proliferacéo do tecido retiniano durante o desenvolvimento, o ATP em concentracbes
milimolares reduziu a viabilidade celular, induzindo a apoptose de neurénios da retina
de forma dependente de receptores P2X7 e NMDA (ANCASSI et al., 2013).

1.3.3. Receptor P2X7

Dentre os receptores P2X, o receptor P2X7 é de grande interesse cientifico por
sua capacidade de formar macroporos a partir da ativagdo continuada por ATP.
Inicialmente denominado receptor P2Z (RALEVIC; BURNSTOCK, 1998). Os
receptores P2X7 sdo canais de cétions nao-seletivos dependentes de ATP, que
medeiam a transmissao excitatoria rapida em diversas regides do cérebro e da medula
espinhal. O receptor é composto por um trimero, formado por trés subunidades
proteicas dispostas, formando um canal. Possui ainda dois dominios transmembrana
(TM1 e TM2), ligados por alca extracelular com terminais carboxila e amina
intracelulares (figura 6-a), se diferenciando molecularmente dos demais receptores
P2X por possuir um terminal carboxila maior (SKAPER; DEBETTO; GIUSTI, 2009).
Essa caracteristica lhe confere a capacidade de formagdo dos macroporos (DI
VIRGILIO; SCHMALZING; MARKWARDT, 2018).

Diferentes concentracdes e tempo do estimulo por ATP podem gerar dois
diferentes estdgios de permeabilizagdo do receptor P2Xz (DI VIRGILIO;
SCHMALZING; MARKWARDT, 2018). A ligacdo rapida do ATP (figura 6-b), por
menos de 10 segundos, desencadeia uma despolarizagéo e cascatas de sinalizacao,
essa por acdo direta sobre a concentracdo de Ca?* ou indireta por regulacdo da
voltagem da membrana plasmatica (SKAPER; DEBETTO; GIUSTI, 2009). Enquanto
células expostas a altas concentracfes extracelulares e por mais de 10 minutos
formam um macroporo na membrana plasmatica (figura 6-c), permitindo o influxo de
macromoléculas catibnicas de até 900 Da (DI VIRGILIO; SCHMALZING;
MARKWARDT, 2018), um fendmeno relacionado a apoptose ou lise celular. A
formacdo do macroporo desencadeia ainda o efluxo de K* das células que, por sua
vez, ativa a enzima conversora da IL-1 (caspase 1), levando a clivagem da pro-IL-13

para a IL-13 madura e a liberagcdo para o espaco extracelular desta citocina (SKAPER,;
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DEBETTO; GIUSTI, 2009). Além disso, o0 receptor também pode ser ativado por
agonistas nao-nucleotideos atuantes na face citoplasmatica da célula, por exemplo,
lipopolissacarideos (LPS). A endotoxina bacteriana diminui o limiar de ativacdo do
receptor sensibilizando-o as concentragdes de ATP (DI VIRGILIO; SCHMALZING,;
MARKWARDT, 2018).

Os receptores P2X7 sdo predominantemente localizados em células imunes e
gliais, onde medeiam a liberacéo de citocinas pro-inflamatorias, a proliferagédo celular
e a apoptose (BUNSTOCK, 2007). A ativacdo deste receptor tem propriedades
citotdéxicas dramaticas que, juntamente com sua capacidade de regular a producéo e
liberagcéo de citocinas, propdem que ele pode atuar como um importante regulador da
morte celular em resposta a insultos patoldgicos (SKAPER; DEBETTO; GIUSTI,
20009).

Na retina, os receptores P2X7 ja foram identificados em células ganglionares e
glia de Muller (MARTINS; PEARSON, 2008), e até o presente momento nenhuma
relacdo entre receptores canabinoides e purinérgicos do tipo P2X7 foi estabelecida na

literatura.
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Figura 6 - Estrutura e ativac&o do receptor P2X7: (a) Receptor transmembrana, trimero formado por dois dominios

e alga com porcao N-terminal e C-terminal intracelular. Dependente de ativacdo por ATP para abertura do canal e
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entrada de cétions. (b) Rapida ligacdo do ATP extracelular ativa o canal idnico. Resulta na répida abertura, entrada
e saida de cations despolarizando a membrana e ativacdo de sinalizacdo. (c) Ativagéo sustentada de ATP (>10
min.) leva a formagéo de macroporo que permite entrada de moléculas de até 900 Da que resulta em apoptose ou
lise celular. Ocorre ainda o efluxo de K* que ativa a caspase 1, induzindo liberagdo de IL-1B (citocina pré-
inflamatodria) (Fonte: Adaptado de SKAPER; DEBETTO; GIUSTI, 2009).

1.3.4. Receptores P2Y12

Assim como todos os receptores P2Y, os receptores P2Y12 sdo metabotrépicos,
apresentando sete regides transmembranares com uma por¢cdo amino-terminal
voltada para a face extracelular e uma porcdo carboxi-terminal voltada para a face
intracelular. S&o receptores acoplados a proteina Gipo, portanto atuam inibindo a
adenilil ciclase e diminuindo os niveis de AMPc. Tem como agonista natural o ADP
(BURNSTOCK, 2007). Identificados inicialmente em plaquetas (HOLLOPETER et al.,
2001), promovendo o controle da agregacao plaquetaria, tornando um importante alvo
para desenvolvimento de farmacos antitromboticos, como clopidogrel, um antagonista
do receptor P2Yi2 usado para o tratamento e prevengdo de varias doencas
trombdéticas, como infarto do miocardio, doenca vascular periférica e acidente vascular
cerebral (HOLLOPETER et al., 2001). O uso deste antagonista mostrou ainda efeitos
de inibicdo da aterogénese, uma vez que a ativacao do receptor inibe o0 AMPc e a
fosforilacdo da PKA que induz a liberacdo de fatores que desencadeiam cascatas
inflamatorias que promovem o desenvolvimento da aterosclerose (GAO et al., 2018).

Os receptores P2Y12 também foram encontrados em células da microglia M2
(MOORE et al., 2015), e em células do epitélio pigmentado da retina (LU et al., 2018).
Na retina de ratos neo-natos foram responsaveis pela saida de células progenitoras
do ciclo celular (DE ALMEIDA-PEREIRA et al. 2018). Contudo, na retina adulta de
mamiferos, evidéncias diretas da expressédo deste receptor ainda ndo foram obtidas
(para revisdo: VENTURA et al., 2018).

1.4. Modulagao entre o Sistema Purinérgico e Sistema Canabinoide:

Ja é descrito na literatura uma intermodulacdo entre os sistemas purinérgico e
canabinoide. Wittinget al., (2004) mostrou em seu estudo que ceélulas da microglia

expressam receptor purinérgico P2X7 e enzimas que controlam a producéo de 2-AG.
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Sob condigbes de alta concentragao de ATP, receptores P2X7 sdo ativados induzindo
consequentemente um aumento sustentado de Ca?* intracelular, que aumenta a
atividade da DGL e diminui a MAGL, permitindo um acumulo de endocanabinoide.
Dados do mesmo grupo, mostraram que culturas de astrocitos tratadas com
concentracbes milimolares de ATP, ativam o receptor P2X7, levando ao aumento
sustentado de Ca?* intracelular, ocasionando o aumento da producédo de 2-AG. Os
autores sugerem que durante fenbmenos de lesdo do tecido neural quantidades
milimolares de ATP séo liberadas, podendo aumentar a producéo de 2-AG como um
mecanismo de protecao (WALTER et al., 2004).

Kovacs et al. (2011), mostrou que em células de Purkinje o ATP induziu a
despolarizacéo e o influxo de Ca?* via receptores P2X, desencadeando a producéo
de endocanabinoides no neurbnio poés-sindptico e a consequente sinalizacao

retrograda a partir da ativacdo do CB1 no neurdnio pré-sinaptico.

A modulacao de receptores purinérgicos a partir de receptores canabinoides
também foi demonstrada por Niu et al. (2017). Neste trabalho, a dor neuropatica foi
induzida por leséo por constricao crénica (CCI) do nervo ciatico e por tratamento com
injecdo intratecal de ADPbetaS (100pM). ApoOs a inducdo de dor neuropdtica, foi
observado um aumento da expressdo de receptores P2Yi12 e P2Y13 na medula
espinhal dorsal. Efeito esse, significativamente inibido quando tratados com AM 1241,
agonista seletivo para o receptor CB2. Os autores sugerem que a diminuicdo da
expressao dos receptores P2Y12 e P2Y13 seria um mecanismo envolvido na analgesia

mediada pelo receptor CB2.

Em nosso trabalho, detectamos interacGes entre os sistemas canabinoide e
purinérgico capazes de controlar a proliferacdo e a viabilidade de células da retina
embrionaria em cultura. Parte deste trabalho foi recentemente submetido a revista
Moleular Neurobiology, anexo B (FREITAS et al., 2018).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Estudar o papel dos Sistemas Canabinoide e Purinérgico sobre a proliferacéo

e morte celular de progenitores da retina embrionéria de galinha.

2.2. Objetivos Especificos

¢ Investigar o efeito do agonista canabioide WIN 55,212-2, e antagonistas
de receptores P2Y12 e P2X7 sobre a proliferagao celular induzida por
ATP em culturas de células de retina.

e Investigar a acdo do WIN e antagonistas de receptores P2X7 sobre a
viabilidade de células de retina em cultura.

e Caracterizar a formacdo de macroporos em culturas de células de retina
tratadas com WIN, ATP e antagonista de receptores P2X7.
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3. METODOLOGIA

3.1. Cultura de células de retina:

Embrides de galinha White-Leghorn com sete dias de desenvolvimento (E7)
foram dissecados em solucao salina estéril sem calcio e sem magnésio (CMF). As
retinas foram transferidas para um tudo de ensaio, contendo 1mL de CMF e tripsina
0,1% e mantidas em banho-maria a 37°C durante 15 minutos. Posteriormente, a
solucéo de tripsina foi removida com auxilio de pipeta pasteur e foi adicionado 5 mL
de meio MEM completo (5% de soro fetal bovino, glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml
e estreptomicina 100 mg/ml). As células foram entdo dissociadas mecanicamente e
transferidas para garrafa de vidro contendo 5 mL de MEM completo. A densidade
celular foi determinada com uso da camara de Neubauer e as células foram semeadas
em placas plasticas de petri. Este trabalho possui aprovacdo em comité de ética:
CEUA-UNIRIO 2016.02.

3.2. Incorporacéo de [*H]-timidina:

Células de retina em E7 foram semeadas em placas de petri estéril de 35mm
com densidade de 4 x 10° células / placa. Apdés 24h de cultivo o meio de cultura foi
substituido por meio completo fresco (E7C1) e as culturas tratadas com WIN 55,212-
2(0,5,1,0 e 5,0 uM), URB 602 (25 uM), A 438079 (100 nM), PSB 0739 (5,0 e 10 uM),
ADP 100 uM e ATP 100 pM) por mais 24h e incubadas com [3H]-timidina (0,25 uCi)
por 60 minutos em estufa a 37°C. Posteriormente, as culturas foram lavadas duas
vezes com 1mL de MEM-Hepes 25 mM, pH 7.4, e dissolvidas com 0,2mL de NaOH
0,4N e incubadas por 15 minutos a 4°C. Em seguida, o homogenado celular foi
removido com auxilio de 3x1mL de agua destilada gelada e transferidos para tubos
de ensaio. Para a precipitacdo do DNA e proteinas, foi adicionado 0,6 mL de acido
tricloroacético (TCA) 50% por tubo e incubados a 4°C por 30 minutos. As amostras
foram entéo filtradas em filtros de fibra de vidro do tipo Whatmann GF/B, lavando trés
vezes com 2 mL de TCA 5%. Os filtros foram secos em estufa a 100°C por 90 minutos,
transferidos para frascos de vidro contendo 5 mL de tolueno + PPO (4g de PPO para

1L de tolueno) e a radioatividade foi determinada por cintilag&o liquida.
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3.3. Viabilidade celular por MTT:

As células foram semeadas em placa de petri estéril multiwell contendo 24
pocos na densidade de 1 x 108 células / pogo. Apds 24h de cultivo o meio de cultura
foi substituido por meio completo fresco (E7C1) e as culturas tratadas com WIN
55,212-2 (0,5, 1,0 e 5,0) e A 438079 (10, 100 e 1000 nM) durante 24h. Foram entéao
incubadas em solugédo de MTT 3 mg / mL em MEM-Hepes 25 mM, pH 7.4 por 90
minutos em banho-maria a 37°C. Em seguida, foi retirado a solucdo de MTT e
adicionado 0,3 mL de solucédo acido-alcodlica (HClp.a. + isopropanol 6:1000). As
amostras foram entdo homogeneizadas e transferidas para uma placa multiwell de 96
pocos em duplicatas. A leitura das amostras foi feita por espectrofotbmetro em
comprimentos de onda de 550 e 650nm.

3.4. Captacéo de corante fluorescente sulfurodamina B:

As células de retina em E7 foram semeadas em placas de petri esteril de 35
mm na densidade de 8.10° células / placa. Células em E7C1 foram tratadas com WIN
0,5 uM e A438079 10 nM durante 24 horas e células em E7C2 com A438079 10 nM
por 10 minutos juntamente com a solug&o de sulfurodamina B. Em seguida, o meio de
cultura foi substituido por 1 mL de tampao HANK'’s, pH 7.4, na auséncia de magnésio
e incubadas no banho-maria por 5 minutos. Em seguida, a solugdo tampao HANK’s
foi substituida por 1 mL de solugdo contendo corante sulfurodamina B a 3 mM, e
imediatamente as células foram tratadas com ATP 3 mM por 10 minutos. As placas
foram posteriormente lavadas duas vezes com HANK's e a captacdo de corante
fluorescente analisada por microscopio invertido. Foram realizados cerca de quatro
experimentos em duplicata. Para cada experimento, cinco imagens foram obtidas para
cada placa, totalizando aproximadamente 40 imagens para cada tipo de tratamento.
Para a confeccdo dos gréficos, foi utilizado o numero total de células positivas para

sulfurodamina B para cada condi¢cdo experimental.
3.5. Andlise estatistica:

A andlise dos dados foi realizada através do programa GraphPad Prism 5.0, aplicando
o teste One-Way ANOVA (paramétrico) associado ao pés-teste de Bonferroni. Valores

de p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.
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4. RESULTADOS:

Diante dos diversos efeitos produzidos pelo sistema endocanabinoide, sua
participacdo no desenvolvimento cerebral tem sido sugerida. Dados jA mostram o
efeito de canabinoides, sintéticos e endogenos, modulando a proliferacédo e
sobrevivéncia de células tumorais, inibindo o crescimento e induzindo a regresséo de
gliomas malignos em ratos (GALVE-ROPERH et al., 2000).

Uma vez que canabinoides sdo capazes de modular a proliferacdo celular em
outros modelos, nos perguntamos entdo se 0 mesmo poderia estar acontecendo na
retina em fases precoces do desenvolvimento. Para isso, culturas de retina em E7C1
foram tratadas com doses crescentes de WIN 55,212-2 uM (0,5; 1,0 e 5,0), um
agonista de receptores CB1 e CB2, durante 24h. Em seguida as células foram
submetidas ao protocolo de incorporacéo de [3H]-timidina, um marcador da fase S do
ciclo celular. Observou-se que o canabinoide sintético diminuiu significativamente a
sintese de DNA em todas as concentracfes utilizadas (Reducéo de incorporacao de
[*H]-timidina em relac&o ao controle: WIN 0,5 uM: 36%, WIN 1,0 pM: 70% e WIN 5,0
HUM: 86%) (Grafico 1).
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Gréfico 1: Agonista canabinoide WIN 55,212-2 diminui a proliferagdo celular. Culturas em E7C1 foram
tratadas com doses crescentes de WIN 55,212-2 (0,5 uM, 1,0 uM e 5,0 uM) por 24 horas e submetidas ao protocolo
de incorporacéo de [3H]-timidina. (% de efeito em relacdo ao controle * erro padrdo. DMSO = 100 + 3; WIN 0,5 pM
=64 +4; WIN 1,0 uM =30 £ 4; WIN 5,0 uM = 14 + 3. n=7. p <0.0001 em relacéo ao controle).
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Nucleotideos séo classicamente descritos por estimular a proliferagdo de
células progenitoras na retina de aves, através da ativacdo dos receptores
purinérgicos (SANCHES et al., 2002; FRANCA et al., 2007). Uma vez que 0 agonista
de receptores CB1 e CB2 inibiu a proliferacéo celular em culturas de células da retina,
resolvemos investigar a possivel acdo de endocanabinoides sobre a proliferacédo
celular induzida por ADP. Para isso, células em E7C1 foram tratadas com URB 602
25 pM, um inibidor da enzima monoacilglicerol lipase (MAGL) responsavel pela
degradacéo do 2-araquidonoilglicerol (2-AG), e ADP 100 uM por 24 h e submetidas a
incorporacdo de [3H]-timidina. URB inibiu a incorporacéo de [3H]-timidina induzida por

ADP de forma significativa (Grafico 2).
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Grafico 2: URB 602 inibe proliferacdo celular induzida por ADP. Células em E7C1 foram tratadas com URB
602 25 uM e ADP 100 uM por 24 horas e em seguida submetida ao protocolo de incorporacgéo de [*H]-timidina. (%
do efeito em relagé@o ao controlex erro padrdo. DMSO = 100 £ 7; ADP 100 uM = 406 * 36; URB 602 25 pM =73 £
6; URB + ADP =176 + 22. N = 4. P < 0.0001).

Posteriormente, investigamos se o efeito de inibicdo da proliferacdo celular
causada pelo WIN 55,212-2 poderia ser revertido. Para isso realizamos o seguinte
protocolo de tratamento: Culturas em E7CO foram tratadas com WIN 0,5 uM durante
24h. Em seguida, o meio de cultura foi substituido por meio fresco e as células foram
estimuladas com ATP 100 uM durante 24h. Num outro grupo experimental, células em
E7C1 foram tratadas simultaneamente com ATP 100 uM e WIN 0,5 uM por 24h. Em
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seguida, em E7C2, todas as culturas de células foram submetidas ao protocolo de
incorporacéo de [*H]-timidina. Células pré-incubadas com WIN (E7C0) foram capazes
de inibir significativamente a proliferacdo celular induzida por ATP, mesmo apos
retirada do canabinoide. De forma semelhante, WIN também inibiu a proliferacédo
celular induzida por ATP em culturas de células tratadas simultaneamente com ATP
e WIN em E7C1 (Gréfico 3).

Células pré-incubadas
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Gréfico 3: Pré-incubagcdo com canabinoide sintético inibe proliferagdo celular induzida por ATP. Células em
E7CO foram pré-incubadas com WIN 0,5 uM e ATP 100 uM, posteriormente foram lavadas e incubadas por 24
horas em estufa 5% CO>, em seguida foram submetidas ao protocolo de incorporacéo de [3H]-timidina. Células em
E7C1 foram tratadas com WIN 0,5 uM e ATP 100 uM por 24 horas e submetidas a incorporagdo de [*H]-timidina.
(% do efeito em relagdo ao controle + erro padrédo. (E7C1) DMSO = 100 + 0,6; ATP 100 pM 268 + 25; WIN 0,5 uM
=59+ 7; WIN + ATP =126 + 11; (E7C0) WIN 0,5 uM = 46 + 14; WIN + ATP = 116 + 13. n=6. P<0.0001).

A diminui¢do da incorporagdo de [*H]-timidina pelo WIN pode significar uma
parada do ciclo celular (arresto), diferenciagcdo ou morte celular. Para investigar a
hip6tese de morte celular, realizamos um ensaio colorimétrico com MTT, onde é
avaliada a citotoxicidade pela capacidade das desidrogenases mitocondriais,
presentes apenas em células metabolicamente viaveis, de reduzirem o composto de

coloragdo amarela (brometo de 3-4,5-Dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazol: MTT) a
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cristais de formazan purpura. Células em E7C1 foram tratadas com doses crescentes
de WIN uM (0,5; 1,0 e 5,0) por 24 horas e submetidas ao protocolo de viabilidade
celular. WIN induziu a morte de células progenitoras da retina apenas nas
concentracbes de 1,0 e 5,0 pM. (Reducado da viabilidade celular em relacdo ao
controle: WIN 0,5 pM: 2%, WIN 1,0 uM: 37% e WIN 5,0 uM: 60%) (Gréfico 4).
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Grafico 4: Agonista canabinoide induz a morte de células da retina. Células em E7C1 foram tratadas com
doses crescentes de WIN 55,212-2 (0,5 uM, 1,0 uM e 5,0 uM) por 24 horas e submetidas ao ensaio de MTT (% do
efeito em relag&o ao controle erro padrdo. DMSO = 100 + 2; WIN 0,5 yM =98 + 7; WIN 1,0 pM = 63 = 2; WIN 5,0
UM =40 * 3. n=2).

Com o objetivo de investigar se o efeito de morte celular induzido por WIN
ocorre em embrides em idades mais avancadas do desenvolvimento, células de
retinas dissecadas de embrides em E7 e E8 foram tratadas com diferentes doses de
WIN (1,0 uM e 5,0 uM) por 24 horas e submetidas ao ensaio de viabilidade celular.
Observou-se que células em E7 sofreram um maior efeito de morte em comparacéo
com células em E8 em ambas as concentra¢des. Em células E7, WIN 1,0 uM diminuiu
a viabilidade celular em 35%, enquanto células em 8 tiveram a viabilidade reduzida
em 15%. Ja para WIN 5,0 uM a viabilidade foi reduzida para 64% em E7, e apenas
26% em E8. Quando comparadas as células de mesma concentracdo de WIN,
observou-se uma diferenca de 20% para concentracdes de WIN 1,0 uM e 38% em
WIN 5,0 pM. Mostrando que WIN 55,212-2 induz a morte celular de progenitores da

retina de forma dependente da idade de desenvolvimento embrionério (Grafico 5).
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Grafico 5: Canabinoide induz a morte celular em culturas de células de retina de forma dependente do
estagio de desenvolvimento embrionario. Células em E7C1 e E8C2 foram tratadas com diferentes doses de
WIN 55,212-2 (1,0 uM e 5,0 uM) por 24 horas e posteriormente submetidas ao ensaio de MTT (n=1).

Dados da literatura mostram que o receptor purinérgico P2X7 esta envolvido com a
morte de células na retina de aves (ANCASSI et al., 2013). Objetivando investigar se
0s receptores P2X7 estdo envolvidos com a morte celular induzida por WIN, culturas
em E7C1 foram tratadas com WIN 1,0 uM e/ou A 438079, um antagonista de
receptores P2Xz, (10 nM, 100 nM e 1 pM) por 24 horas e submetidas ao ensaio de
viabilidade celular. O tratamento com A 438079 nas concentra¢cdes de 100 nM e 1 uM
inibiram completamente a morte celular induzida por WIN (Gréfico 6).
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Gréfico 6: Antagonista P2X7 bloqueia a morte celular induzida pelo WIN 55,212-2. Células em E7C1 foram
tratadas com WIN 1 pM e doses crescentes de A438079 (10 nM, 100 nM e 1 uM) por 24 horas e submetidas ao
ensaio de MTT. (% do efeito em relacdo ao controle + erro padrdo. DMSO = 100 * 2; A438079 1 pM = 117 + 10;
WIN 1 pM = 74 = 4; WIN+A438079 10 nM = 92 £ 4; WIN+A438079 100 nM = 110 = 5; WIN+A438079 1 uM = 114
+ 4. n=3. P<0.0001).

Uma caracteristica descrita para os receptores P2X7 é a sua capacidade,
guando estimulados por concentracdes milimolares de ATP por tempo prolongado (10
min.), de formar macroporos na membrana plasmatica permeaveis a moléculas com
até 900 Da, levando a célula a morte (DI VIRGILIO et al., 2018). Dentre as moléculas
gue passam por este receptor podemos destacar os corantes catidnicos fluorescentes,
sendo estas ferramentas Uteis e de facil aquisicdo capazes de indicar a presenca e
atividade destes receptores. Sendo assim, células em E7C1 foram tratadas com WIN
0,5 uM por 24 horas e tratadas com ATP 3 mM e A 438079 10 nM por 10 minutos, e
submetidas ao ensaio de captagcdao de corante fluorescente sulfurodamina B.
Observou-se que o WIN e o ATP aumentam a captacdo de corante ~2x. Quando as
culturas foram pré-incubadas com WIN durante 24h e tratadas com ATP 3mM durante
10 min, a captacao de corante foi potenciada e um aumento de ~4,2x foi observado
(Figura 7). Em todas as situacbes o antagonista do receptor P2X7 inibiu

completamente a captacao de corante (Gréfico 7).
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Figura 7: WIN aumenta a captacdo de corante fluorescente através de receptores P2X7. A- DMSO 24 h; B-

WIN 0,5 pM 24 h; C- ATP 3 mM 10 min.; D- WIN 24 h + ATP 10 min.; E- A 438079 10 nM 10 min.; F- WIN 24 h. +
A 438079 10 min.; G- A438079 10 min. + ATP 10 min.; H- WIN 24 h + ATP 10 min. + A 438079 10 min.
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Gréfico 7: Antagonista do receptor purinérgico P2X7 bloqueia a captacdo de corante sulfurodamina B.
Células em E7C1 foram tratadas com WIN 0,5uM durante 24 horas, posteriormente submetidas ao protocolo de
captacdo de corante fluorescente onde foram tratadas com ATP 3 mM e A 438079 10 nM durante 10 min. (Média
em relacdo ao controle + erro padrdo. DMSO = 11,50 + 1,01; WIN 0,5 pM = 23,71 + 1,76; ATP 3 mM = 26,88 +
2,21; WIN + ATP = 46,46 £ 4,17, A 438079 10 nM = 11,45 + 1,07; A438079 + WIN = 10,14 + 0,91; A438079 + ATP
=14,08 + 1,40; A438079 + ATP + WIN = 13,67 + 1,71. n=4. P<0.0001).
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Uma vez que o receptor P2X7 participa de forma importante da morte celular
induzida por WIN 55,212-2, nos perguntamos se este receptor também estaria
envolvido com a inibicdo da proliferacéo celular induzida por canabinoides. Para isto,
células em E7C1 foram tratadas com antagonista do receptor P2X7, A438079 100 nM
e WIN 0,5 uM durante 24 horas e submetidas ao protocolo de incorporacéo de [°H]-
timidina. O canabinoide inibiu aproximadamente 37% da proliferacdo celular, quando
comparado ao controle. Porém, o antagonista do receptor P2X7 néo reverteu a acéo

do WIN sobre a proliferagdo celular na retina (Gréfico 8).
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Gréfico 8: Receptor P2X7 ndo tem participacdo no efeito do WIN 55,212-2 sobre a proliferacdo celular.
Células em E7C1 foram tratadas com A438079 100 nM e WIN 0,5 uM durante 24 horas e seguidamente submetidas
ao protocolo de incorporacgéo de [3H]-timidina. (% do efeito em relagdo ao controle + erro padrdo. DMSO = 100 +
6; A438079 100 nM =95 + 7; WIN 0,5 uM = 63+ 6; A438079 + WIN = 64 +2. n=3. ***P=0,0001).

Dados da literatura indicam que o receptor purinérgico P2Y12 induz células da
retina de ratos a sair do ciclo celular e entrar em Go (ALMEIDA-PERREIRA et al.,2018).
Objetivando investigar se o0 WIN 55,212-2 inibe a proliferacdo celular através da
participacdo de receptores P2Y12, células em E7C1 foram tratadas com antagonista
do receptor P2Y12, PSB 0739 10 pM e WIN 0,5 uM por 24 horas e submetidas ao
protocolo de incorporacéo de [*H]-timidina. A proliferacéo celular inibida por WIN foi
completamente revertida quando as células foram tratadas com o antagonista do

receptor P2Y12 (Gréfico 9).
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Grafico 9: WIN 55,212-2 diminui a proliferacdo celular dependente do receptor purinérgico P2Y12. Células
em E7C1 foram tratadas com WIN 55,212-2 0,5 pM e PSB 0739 10 uM por 24 horas e submetidas ao protocolo de
incorporacao de [3H]-timidina. (% do efeito em relacdo ao controle + erro padrdo. DMSO = 100 + 4; PSB 0739 10
UM =95 £+ 6; WIN 0,5 pM =49 £ 5; PSB 0739 5 pM + WIN =59 £+ 0,9; PSB 0739 10 uM + WIN = 84 + 7. n=4.
P<0.0001).
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5. DISCUSSAO

Durante o desenvolvimento da retina, os processos de proliferacao,
diferenciacdo e morte ocorrem de forma simultanea e organizada (DE LA ROSA,; DE
PABLO, 2000), sendo fatores intrinsecos e extrinsecos 0s responsaveis por modular
esses efeitos (para revisdao: MARTINS; PEARSON, 2008). Diversos sao os estudos
sobre os canabinodes no SNC, ndo somente por seus efeitos psicoativos, mas
também por seu envolvimento na neuroprotecdo, neuroplasticidade,
neurotransmissao e potencial uso terapéutico em patologias (SCHWITZER et al.,
2016; para revisdo: KOKONA et al.,, 2016). Entretanto, seus efeitos durante o

desenvolvimento do SNC ainda nao estdo bem elucidados.

Kubrusly et al. (2018), mostraram a presenca de receptores CB1 e CB2 em
neurénios e na glia de Miuller da retina de embrido de galinha. A ativacdo destes
receptores por WIN causou inibicdo da formacédo de AMPc e da liberacdo de GABA.
Aqui, utilizando retinas em E7, WIN inibiu a proliferacdo celular de forma dose-
dependente. Nesta fase do desenvolvimento embriondrio células bipolares e glias de
Miller ainda ndo completaram o seu ciclo de mitoses (PRADA et al, 1991), sugerindo
gue estas células estejam diminuindo a proliferacdo na presenca de WIN. Além disso,
WIN também inibiu a proliferacdo celular induzida pelo agente mitogénico ATP, sendo
este efeito irreversivel. Reforcando a hipétese de que os canabinoides sédo capazes
de inibir a proliferacéo na retina, tratamos nossas culturas com URB602, um inibidor
da enzima MAGL, o que causa uma reducdo na hidrolise de 2-AG. De forma
semelhante ao WIN, URB602 também inibiu a proliferacao celular induzida por ADP.
De acordo com nossos resultados, estudos com canabinoides ja demonstravam efeito
antiproliferativo principalmente sobre neoplasias (GALVE-ROPERH et al. 2000;
GUZMAN et al., 2003; ELLERT-MIKLASZEWSKA et al., 2013). Em conjunto estes
resultados sugerem gque os canabinoides inibem a proferacdo celular na retina
embrionaria, possivelmente por causar um arresto no ciclo celular e/ou diferenciacao
celular. Entretanto, mais experimentos devem ser realizados com intuito de
caracterizar a acdo dos canabinoides para cada um dos fendémenos bioldgicos citados

acima.

A diminuicdo da incorporacédo de [*H]-timidina também pode significar morte
celular. Roberto e colaboradores (2018), mostram que células de cancer de prostata

tratadas com WIN 55,212-2 sofrem uma diminuicdo da proliferacdo, aumento da
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apoptose, além de induzir um arresto do ciclo celular por modulagéo dos niveis de
p27, Cdk4 e pRb, proteinas reguladoras do ciclo. Em nosso trabalho, tratamos as
células com doses crescentes de WIN 55,212-2 e as submetemos ao ensaio de
viabilidade celular. O agonista canabinoide induz a morte de células da retina
embrionaria de forma dose-dependente, corroborando com achados pré-apoptético
do WIN em outros modelos (CASANOVA et al., 2003; ELLERT-MIKLASZEWSKA et
al., 2005; LUCA et al.,, 2009; ROBERTO et al.,, 2018). Por outro lado, dados da
literatura sugerem que os canabinoides tem efeito neuroprotetor, sendo relacionado
inclusive como possivel agente terapéutico em doencas da retina (KOKONA et al.,
2016; SCHWITZER et al., 2016). Uma forma de entender a diferenca entre os efeitos
dos canabinoides observados neste trabalho quando comparados a outros modelos
da literatura, realizamos as culturas de retina utilizando embrides com idades mais
avancadas do desenvolvimento. Células de retina obtidas de embribes mais
desenvolvidos mostraram um menor efeito de WIN sobre a viabilidade, mostrando que
o efeito dos canabinoides sobre as células da retina é dependente da idade do

desenvolvimento.

Ancassi et al., (2013), em seu estudo mostrou que células de retina de embrido
de galinha em E7, tratadas com ATP 3mM sofreram morte por apoptose a partir da
ativagao do receptor purunérgicoP2X7 e formagéo de macroporo. Em nosso trabalho,
células de retina em cultura foram tratadas com WIN e com o antagonista do receptor
P2X7, A 438079, com intuito de analisar a participacdo deste receptor purinérgico no
efeito de morte induzida pelo canabinoide. O antagonista do receptor P2X7 reverteu
completamente o efeito de WIN sobre a viabilidade celular. A ativacdo constante (>10
minutos) do receptor P2X7 induz a formagao de macroporo néo seletivo na membrana
plasméatica que permite fluxo de macromoléculas de até 900 Da e induz a apoptose
(DI VIRGILIO et al., 2018). Para entender melhor a participacdo dos receptores P2X7
em nosso modelo, um ensaio funcional para este receptor foi realizado utilizando o
corante fluorescente sulfurodamina B. Nossos dados revelaram que o tratamento com
WIN 24h causou um aumento de ~2x na captacao de corante fluorescente em nossas
culturas. Este aumento na captacdo de corante foi semelhante aos estimulos feitos
com ATP 3 mM por 10 min. Além disso, quando as células foram tratadas previamente
com WIN e em seguida estimuladas com ATP, um aumento de ~4,2x na captagéo de

corante foi detectado, sendo entdo totalmente inibido pelo antagonista do receptor
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P2X7, para todas as condi¢cdes. Estes resultados em conjunto sugerem que
canabinoides aumentam a resposta de receptores P2X7 ao ATP, induzindo a morte de

células da retina em cultura.

Uma vez que o receptor P2X7 esta envolvido com a via de morte dos
canabinoides, testamos sua participacdo no efeito sobre a proliferacao celular. O
antagonista do receptor P2X7 nao reverteu o efeito do canabinoide, sugerindo que
estes receptores ndo participam do fenbmeno de inibicdo da proliferacdo celular
induzida por WIN, ou sugerem também que a populacao de células que sofrem morte
celular por canabinoides possa ser diferente da populacdo que sofre inibicdo da
proliferagdo. Em estudo recente na retina de ratos neo-natos, mostrou uma alta
expressdo do receptor purinérgico P2Y1> durante a primeira semana pdés-natal,
periodo de grande diferenciacdo celular. Uso do antagonista PSB 0739 no estudo
induziu um aumento na proliferacdo celular, confirmando a participacdo do receptor
na geracgao de células pos-mitéticas (DE ALMEIDA-PEREIRA et al., 2018). Em nosso
estudo, tratamos as células com WIN 55,212-2 e antagonista do receptor P2Y12, PSB
0739 e submetemos a incorporacédo de [*H]-timidina. Resultados mostraram um
aumento da sintese de DNA, indicando que os canabinoides inibem a proliferacdo

celular de forma dependente de receptores P2Y 12.
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6. CONCLUSOES:

e Canabinoides causam inibicdo da proliferacdo de células da retina
embrionéria de galinha em cultura.

e Canabinoides inibem de forma irreversivel a proliferacdo celular induzida
por nucleotideos.

e WIN inibe a proliferacéo celular de progenitores tardios da retina de forma
dependente de receptores P2Y12.

e WIN aumenta a resposta de receptores P2X7 causando a morte de células

da retina em cultura.
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