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Resumo

Estudos epidemioldgicos e estudos em modelos da Doenca de Parkinson sustentam a hipotese
do estrogénio possuir um papel neuroprotetor na via nigrostriatal. Resultados do nosso grupo
(Campos et al. 2012) mostram que o estrogénio promove a regulacdo da expressao de GDNF a
qual é requerida para a protecdo dos neuronios dopaminérgicos pelo 17-8 estradiol.
Adicionalmente, também mostramos num modelo da doenca de Parkinson que a protecao
induzida pelo 17-8 estradiol nao requer a ativacao de recetores intracelulares. Com o
presente estudo pretendemos investigar o papel de um recetor de estrogénio associado a
membrana, na neuroprotecao contra a lesao dopaminérgica induzida pelo MPP* (in vitro) ou
MPTP (in vivo).

Os nossos resultados mostraram que o G1, um agonista selectivo do recetor, previne a perda
dos neuroénios dopaminérgicos induzida pela exposicao de culturas celulares do mesencéfalo
ao MPP’, e que o G15 (o antagonista selectivo do recetor) inibe a neuroprotecao induzida pelo
estrogénio. Além disso, observamos que a incubacdo com G1 foi capaz de promover o
aumento da expressio de GDNF em culturas primarias do mesencéfalo, e que a
imunodeplecao do GDNF impede a protecao induzida pela exposicao com G1. Avaliamos
também a capacidade do G1 em promover a protecado num modelo MPTP de murganho por
analise do numero de células positivas para tirosina hidroxilase. Usando testes de
comportamento, campo aberto e “grip test”, também avaliamos a capacidade do G1 proteger

as funcdes motoras.

Os resultados obtidos indicam que a ativacao deste receptor efectivamente protege a via
nigrostriatal face a lesado induzida pela toxina dopaminérgica através de um processo que
envolve a regulacdo da expressao de GDNF. Estes resultados, conjuntamente com o facto do
recetor ser um receptor de estrogénio que nao medeia efeitos nos oOrgaos reprodutores,
sugere que pode ser usado como uma estratégia alvo designada para proteger a lesao

dopaminérgica.

Palavras-chave

Estradiol, G1, GDNF, GPER, Neuroprotecao
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Abstract

Data from both epidemiological studies and studies with experimental models of Parkinson’s
disease support the notion that oestrogens exert a neuroprotective role in the nigrostriatal
pathway. Data from our group (Campos et al. 2012) reveal that oestrogen promotes an up-
regulation of GDNF expression which is required for the 17-8 estradiol-mediated protection of
dopaminergic neurons. Moreover, we also showed that in the Parkinson’s disease models used
in our studies the protection induced by 17-8 estradiol does not require the activation of
intracellular receptors. With the present study we aimed to investigate the role of G-protein-
coupled receptor, a membrane associated oestrogen receptor, in the neuroprotection against

the dopaminergic lesion induced by MPP+ (in vitro) or MPTP (in vivo).

Our results showed that G1, a selective agonist of the receptor, prevented the loss of
dopaminergic neurons induced by exposure of midbrain cultures to MPP+, and that G15 (a
selective antagonist of the receptor) hampered the neuroprotection induced by oestrogen.
Furthermore, we observed that incubation with G1 was able to promote an increase of GDNF
expression in midbrain primary cultures, and that imunodepletion of GDNF impeded the
protection induced by G1 exposure. We evaluated the ability of G1 to promote protection in
the MPTP mouse model by analysis the number of tyrosine hydroxylase positive cells. By using
the open field test and the grip test we also study the ability of G1 to protect the motor

functions.

The results obtained so far indicated that activation of the receptor effectively protects the
nigrostriatal pathway from the lesion induced by dopaminergic toxins through a process
involving the up-regulation of GDNF expression. This, together with the fact that this receptor
is an oestrogen receptor that does not mediate estrogenic responses in reproductive organs,
suggests that it can be used as a target in strategies designed to protect against dopaminergic

lesion.

Keywords
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Capitulo 1

Introducao



1. Introducao

1.1. Doenca de Parkinson

A doenca de Parkinson (DP) é uma patologia neurodegenerativa que se tem tornado mais
prevalente nos ultimos anos como resultado de um envelhecimento populacional. Trata-se da
doenca neurodegenerativa mais frequente depois da doenca de Alzheimer e afeta mais do que

1% da populacao com idade acima dos 65 anos (de Rijk et al. 1995).

A DP é uma doenca neurologica progressiva caracterizada por varias alteracdes motoras e nao
motoras. As principais caracteristicas motoras incluem perda da expressao facial, acinésia,
rigidez, tremor de repouso, e alteracoes posturais e da marcha. Embora a DP seja
considerada uma desordem do movimento e os sintomas motores dominem o quadro clinico,
os pacientes com a doenca apresentam uma variedade de disfuncées nao motoras. Estes
sintomas estao relacionados com os processos patoldgicos da doenca, e alguns podem surgir
antes dos sintomas motores. Alguns dos sintomas mais importantes na patologia sao a
depressao, ansiedade, perturbacdes do sono, fadiga anormal, deterioracao cognitiva,
disfuncao sexual e perturbacées do controlo dos impulsos (Fahn 2003; Jankovic 2008; Massano
2011).

N&o existe cura para a DP, nem nenhuma terapéutica demonstrou capacidade para atrasar a
progressdao da doenca, pelo que o tratamento atual é sintomatico. Podem ser implementadas
terapéuticas nao farmacoldgicas (por exemplo, a fisioterapia) ou farmacos. Os farmacos
utilizados atualmente sao a levodopa (L-DOPA), associada a inibidores da dopa-
descarboxilase, agonistas dopaminérgicos, como a apomorfina, inibidores da monoamina
oxidase B (MAQO-B), inibidores da catecol-orto-metil-transferase (COMT), como o tolcapone e
entacapone, anticolinérgicos e moduladores do glutamato. Entre estas alternativas
farmacologicas a mais usada é a L-DOPA. Além de ser metabolizada pela descarboxilase dos
aminoacidos aromaticos, a L-DOPA é também metabolizado pela catecol-O-metiltransferase
(COMT) para formar 3- O-metildopa. O uso de um inibidor da COMT em conjunto com a L-
DOPA pode prolongar o tempo de semivida desta sem aumentar o pico de concentracao no
plasma, e assim prolongar a acdao de cada dose de L-DOPA (Fahn 2003; Lim 2005; Muller
2012).

1.1.1. Neuropatologia da Doenca de Parkinson

Neuropatologicamente a DP caracteriza-se pela perda progressiva e em massa dos neurénios

dopaminérgicos da substantia nigra pars compacta (SNpc) e pela presenca de inclusoes



citoplasmaticas constituidas por agregados de a-sinucleina denominadas corpos de Lewy nos
neuronios dopaminérgicos restantes (Dickson 2012).

O corpo celular dos neurénios envolvidos nesta patologia encontra-se na substantia nigra (SN)
e tém axonios que se projetam para o caudato-putamen onde se da uma deplecao de
dopamina em consequéncia da degeneracdo dos terminais dopaminérgicos (Dauer e
Przedborski 2003; Ferrer 2011; Dickson 2012). Uma vez que a via nigroestriatal contém
grandes quantidades de neuromelanina (Double e Halliday 2006; Wakabayashi et al. 2006), a
perda destes neurdnios induz a despigmentacdo da SNpc caracteristica desta patologia (Figura

1).

Embora os corpos de Lewy constituam uma caracteristica patologica da DP, ndo sao
especificos desta doenca surgindo também noutras patologias como a doenca de Alzheimer
(Arai et al. 1992; Serrano-Pozo et al. 2011). Na DP sao observados corpos de Lewy na SNpc e
também em outras regides do cérebro tal como o cortex cerebral, nicleo amigdaldide, no
talamo e no nlcleo olfativo (Braak et al. 2003; Michotte 2003; Wakabayashi et al. 2006).

A. Normal B. Parkinson’s
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Figura 1 - Neuropatologia da doenca de Parkinson. Representacdo esquematica da via nigroestriatal
normal (A) e caracteristica da doenca de Parkinson (B). Imunohistoquimica dos corpos de Lewy na SNpc
(C). Adaptado de (Dauer e Przedborski 2003).



1.1.2. Etiologia da doenca de Parkinson

A etiologia da DP permanece desconhecida. Porém, existem evidéncias que apontam para a
importancia de fatores genéticos e ambientais para o desenvolvimento desta patologia
(Olanow e Tatton 1999). Foram ja identificados varios genes associados a doenca assim como
diversas causas extrinsecas, ambos relacionados com a alteracdo de proteinas, stress

oxidativo e stress mitocondrial, processos que estao interrelacionados (Schapira 2009).

Os genes que codificam as proteinas a-sinucleina, parkina, ubiquitina C-terminal hidroxilase
L1, DJ-1, PINK-1, LRRK2 foram associados ao desenvolvimento de formas genética da DP
(Savitt 2006).

Mutacoes no gene que codifica a a-sinucleina estdao associadas a uma forma autossémica
dominante da DP enquanto que as mutacdes no gene que codifica a parkina estao associadas a

uma forma autossomica recessiva da patologia (Houlden e Singleton 2012).

Os fatores ambientais que tém vindo a ser mais associados com esta doenca sdo os pesticidas.
Algumas toxinas também tém sido associadas ao aparecimento desta patologia. O 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) é um sub-produto da sintese quimica de um analogo
de meperidina que induz sindrome de Parkinson em humanos (Langston et al. 1983;
Przedborski et al. 2001). Uma vez metabolizado a 1-metil-4-fenilpiridina (MPP*), o composto
ativo, inibe o complexo | da cadeia respiratoria mitocondrial (Singer e Ramsay 1990;

Przedborski et al. 2001) tal como o rotenona (Greenamyre et al. 2003).

1.1.3. Modelos Experimentais da doenca de Parkinson

Os modelos animais para a DP sao fundamentais pois permitem o estudo dos mecanismos
patogénicos da doenca assim como de diferentes abordagens terapéuticas. Estes modelos
permitem simular as caracteristicas da patologia, simulando as mudancas patoldgicas,
histologicas, bioquimicas e distrbios funcionais. No entanto, a DP nao se manifesta
espontaneamente nos animais tornando-se necessario a inducdo da doenca através da
administracdo de agentes neurotoxicos. As neurotoxinas dopaminérgicas mais estudadas sao
toxinas irreversiveis como o MPTP, a 6 - hidroxidopamina (6-OHDA), a Rotenona e o Paraquato

(PQ) (Blesa et al. 2012). A Figura 2 representa o mecanismo de acao destas toxinas.

- MPTP - O MPTP é uma neurotoxina capaz de produzir mudancas neuropatologicas
semelhantes as que ocorrem na DP como stress oxidativo, formacdo de espécies reativas de
oxigénio e inflamacao, embora raramente provoque a formacao de corpos de Lewy (Blesa et
al. 2012). Esta toxina € altamente lipofilica e ap6s administracao atravessa rapidamente a

barreira hemato-encefalica. Uma vez no cérebro é transformada no seu metabolito ativo MPP*
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sendo depois transportado para os neuronios dopaminérgicos através do transportador
membranar da dopamina. Nestes neurénios bloqueia a atividade do complexo | mitocondrial,
levando a producao de espécies reativas de oxigénio (Blandini e Armentero 2012) com

consequente morte apoptotica das células (Kitamura et al. 2000).

- 6-OHDA - A 6-OHDA é uma neurotoxina frequentemente usada para provocar lesao
unilateral. Este composto ndo passa a barreira hemato-encefalica o que exige uma injecdo
directamente na via nigroestriatal. Apesar deste inconveniente, trata-se de um modelo muito
apelativo porque no modelo unilateral cada animal pode servir de seu proprio controlo uma
vez que existe um lado lesionado e um lado nao lesionado (Deumens et al. 2002; Blesa et al.
2012). Embora tenha uma estrutura similar a dopamina possui um grupo hidroxilo adicional
que faz com que seja toxico para os neurénios dopaminérgicos (Przedborski et al. 2001; Blesa
et al. 2012). A 6-OHDA destréi os neurdnios catecolaminérgicos pela producao de espécies
reativas de oxigénio como peroxido de hidrogénio, radical superdxido e radical hidroxilo (Bové

e Perier 2012). Esta toxina tal como o MPTP nao produz inclusdes citoplasmaticas.

- Paraquato - O PQ é um herbicida amplamente usado na agricultura que possui uma estrutura
semelhante ao MPP" mas que tem a capacidade de atravessar a barreira hemato-encefalica
(Shimizu et al. 2001). O PQ exerce o seu efeito neurodegenerativo através do ciclo oxidativo
pela producdo de espécies reativas de oxigénio danificando lipidos, proteinas, acido
desoxirribonucleico (ADN) e acido ribonucleico (ARN). Este herbicida é capaz de induzir
aumentos da proteina a-sinucleina especificamente na SNpc (Manning-Bog 2001; Blesa et al.
2012) assim como morte das células dopaminérgicas quando injetado sistemicamente em
ratos o que favorece o uso do PQ para estudar o papel da a-sinucleina na doenca (Brooks et
al. 1999).

- Rotenona - A rotenona é um pesticida altamente lipofilico que atravessa rapidamente a
barreira hemato-encefalica. A exposicdo cronica a baixas doses resulta na degeneragao
seletiva da via nigrostriatal por inibicao da cadeia de transporte de eletroes mitocondrial

(Cannon e Greenamyre 2010).

- Modelos genéticos - A maioria dos casos da doenca de Parkinson acontecem de forma
idiopatica e poucos sdao os casos de origem genética. No entanto, existem mutacdes em
diferentes genes associadas a DP, tal como a LRRK2 ou a a-sinucleina (Dawson et al. 2010).
Estes modelos recorrem ao uso de murganhos transgénicos ou de Drosophila, que sobre-
expressam a forma nativa ou expressam a forma mutada das proteinas (Betarbet et al. 2002;
Dawson et al. 2010).
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Figure 2 - Representacao esquematica de um neuronio dopaminérgico da SN e dos alvos moleculares dos

diferentes agentes neurodegenerativos utilizados nos modelos da DP. Adaptado de (Duty e Jenner 2011).

1.1.4. Diferencas de género na doenca de Parkinson

A incidéncia da DP é maior em homens do que em mulheres (Olanow e Tatton 1999; Van Den
Eeden 2003; Wooten 2004; Haaxma et al. 2007; Miller e Cronin-Golomb 2010). Existe uma
diferenca significativa na progressdao dos sintomas entre géneros sendo os sintomas mais
severos nos homens (Scott et al. 2000). A correlacado entre o estrogénio, o nimero de filhos, o
periodo fértil, a idade da menopausa e a DP atribui ao estrogénio um papel protetor face a
doenca (Miller e Cronin-Golomb 2010). Alguns estudos tém mostrado diferencas de
desenvolvimento e funcionais do sistema nigrostriatal com hormonas sexuais em homens e
mulheres. Estudos realizados em ratos apontam para diferencas de género na funcao
dopaminérgica quer a nivel da libertacdo de dopamina nos terminais dopaminérgicos, quer em
relacdo a densidade dos terminais (Becker 1999; Walker et al. 1999). Adicionalmente, outros
estudos sugerem que o estrogénio influencia a patogenicidade da doenca e ajuda a explicar a

reduzida incidéncia da DP na mulher (Miller et al. 1998; Green e Simpkins 2000).

1.2. Estrogénio e neuroprotecao

A estrutura basica das moléculas de esterdides, entre os quais o estradiol, a estrona e o
estriol, € composta por 3 anéis de 6 carbonos junto de um anel de 5 carbonos. O 17B8-estradiol

(E2) é formado a partir da testosterona por aromatizacao do anel do carbono por acao de uma



aromatase encontrada nas células granulosas do ovario, células de Sertoli e células de Leydig
(Laurence L. et al. 2008).

A estrona, o estriol, e 0 17a-estradiol apresentam menor afinidade para os recetores de
estrogénio do que o E2. Varios estudos mostram a acao neuroprotetora dos estrogénios. Sabe-
se que a estrona tem efeitos benéficos contra as lesées induzidas pelo FeCl,, o péptido B-
amiléide, o n-metil-D-aspartato, a privacdao de glucose, entre outros (Goodman et al. 1996;
Bae et al. 2000; Kajta e Lason 2000). O estriol tem-se revelado benéfico contra a privacao de
glucose, o péptido B-amiloide, n-metil-D-aspartato e toxicidade do glutamato (Goodman et
al. 1996; M. kajta 2001). O 17a-estradiol possui um papel neuroprotetor significativo que
parece advir da capacidade de inibir a apoptose (Simpkins et al. 2005; Rong et al. 2012), da
reducao do stress oxidativo (Simpkins et al. 2005; Liu et al. 2011), da modulacao da atividade
das células da glia (Arevalo et al. 2010) e da inducao da expressao dos fatores neurotréficos
(Numakawa et al. 2011; Campos et al. 2012). O estradiol tem revelado efeito neuroprotetor,
tanto in vitro como in vivo, face a insultos toxicos e mostrou ser vantajoso para varias
desordens neuronais, tais como a DA, DP, acidente vascular cerebral e isquemia cerebral

(Garcia-Segura et al. 2001)

1.2.1. E2 e factores neurotroficos

0 E2 atua no cérebro por uma variedade de mecanismos: regula a transcricao em neuronios
por ativacao de recetores nucleares e regula mecanismos que desencadeiam a ativacao de
recetores membranares ligados a regulacao de cinases ou de segundos mensageiros, tais como
AMPc ou o Ca?* (Aronica et al. 1994; Carrer et al. 2003). Esta variedade de mecanismos de
acao do estradiol no cérebro é acompanhada por uma grande diversidade de efeitos na
sobrevivéncia neuronal, proliferacao glial, plasticidade neuronal, funcao cognitiva, memdria e
comportamento. Tal como em outros tecidos, alguns dos efeitos do E2 no cérebro podem nao
ser directos e resultar da acao de factores neurotroficos (Ilvanova et al. 2002; Quesada et al.
2008; Luine e Frankfurt 2012). Sabe-se que o E2 regula os niveis do factor neurotrofico
derivado do cérebro (BDNF, do inglés brain-derived neurotrophic factor) no cortex, na
amigdala e no hipocampo (Sohrabji e Lewis 2006) e ainda que regula os niveis do factor de
crescimento nervoso (NGF, do inglés nerve growth factor) no cortex (Sohrabji et al. 1994).
Adicionalmente, o E2 também promove o aumento dos niveis de mRNA e do factor
neurotrofico derivado das células da glia (GDNF, do inglés glial cell line-derived neurotrophic

factor) in vitro (lvanova et al. 2002) e in vivo (Campos et al. 2012).

A co-localizacao de recetores de estrogénio e de factores neurotrdficos sugere que estas
moléculas podem agir em conjunto na regulacdo da expressao de genes especificos que

promovem a sobrevivéncia neuronal (Toran-Allerand et al. 1992; Sohrabji e Lewis 2006).



1.2.2. GDNF

O GDNF foi originalmente identificado e purificado a partir do meio condicionado da linha
celular B49. Trata-se de um homodimero glicosilado e ligado por uma ponte dissulfureto, com
um peso molecular de 33 a 45 kDa apos desglicosilacdo enquanto o mondémero tem um peso
de 16 kDa apods desglicosilacao (Saavedra et al. 2008). O GDNF é o membro fundador da
familia de factores neurotréficos do GDNF que inclui trés membros estruturalmente
relacionados: neurturina (Kotzbauer et al. 1996), persefina (Milbrandt et al. 1998) e artemina
(Baloh R.H. 1998). A acdo do GDNF é mediada através da ativacao da familia dos recetores de
GDNF (GFR)a, um complexo composto por um recetor transmembranar com atividade de
cinase de residuos de tirosina, o Ret, e um membro da proteina glicosilfosfatidilinositol (GPI)
ancorada a proteinas de superficie, o GFRa. Existem 4 membros deste grupo GFRa ja
identificados (GFRa1-4). A ligacao do GDNF ocorre preferencialmente ao GFRa1. A ligacao do
GDNF ao recetor depende do GFRa enquanto que a sinalizacao intracelular € mediada pelo
Ret (Sariola e Saarma 2003). O Ret ativa varias cascatas de sinalizacao intracelular: a via das
proteinas cinases ativadas por mitogénios (MAPK), a via da fosfotidilinositol-3 cinase (PI3K) e
via da fosfolipase Cy (PLC) (Sariola e Saarma 2003). Em células que nao expressam Ret,
existem vias de sinalizacao independentes do ret, nas quais o GDNF desencadeia a ativacao da
familia Src cinase, fosforilacdo da ERK/MA K, fosfolipase Cy, factor de transcricdo CREB e
inducdo da Fos. Por outro lado, a sinalizacdo do GDNF também pode ocorrer através de

moléculas neuronais de adesao celular (Sariola e Saarma 2003).

O GDNF esta expresso em diferentes regides do cérebro, bem como em tecidos periféricos
sugerindo que pode apresentar acoes multiplas. No sistema nervoso de rato, encontra-se na

SN, no talamo, cerebelo, cortex e estriado (Trupp M. 1997).

Este factor neurotrofico parece ter um papel importante durante o desenvolvimento do
sistema nigroestriatal dopaminérgico e perturbagcdes que provoquem um ligeiro défice de
GDNF pode comprometer a sobrevivéncia dopaminérgica na idade adulta (Saavedra et al.
2008).

Os efeitos do GDNF e o seu valor terapéutico tém sido extensivamente estudados em modelos
animais da DP e de forma consistente tem-se observado protecdao dos neuronios

dopaminérgicos por este péptido (Arenas et al. 1995; Tseng et al. 1997; Campos et al. 2012).

1.2.3. Estradiol, receptores e vias de sinalizacao

Classicamente, a atividade transcricional do estrogénio é mediada pela ativacdo de dois

receptores nucleares diferentes: recetores de estradiol a e recetores de estradiol B que



ativam ou reprimem a transcricao de genes alvo (Morissette et al. 2008). Adicionalmente, o
estradiol pode mediar uma sinalizacdo mais rapida que nao envolve a interacdo com o ADN
mas a ativacao de recetores membranares tal como, recptores acoplados a proteina G (GPCR,

do inglés G protein coupled receptors) (McEwen 2002).

1.2.3.1. Receptores de estradiol intracelulares

Os recetores de estradiol intracelulares sdao expressos no cérebro apresentando distribuicdo
diferencial. Os recetores de estradiol a encontram-se predominantemente localizados no
nucleo hipotalamo ventromedial e na amigdala (Laflamme et al. 1998; Shughrue 1998; Gillies
e McArthur 2010). Por outro lado, os recetores de estradiol B estdao maioritariamente
presentes no cortex cerebral, no nicleo dorsal de rafe, no hipocampo, no cerebelo e na SN
(Laflamme et al. 1998; Handa et al. 2012).

—ap_lclpl & IF

AF-1 DNA Ligand AF-2

Figure 3 - Representacao do dominio estrutural de recetores nucleares. O dominio A/B ou NH, terminal
contém o local AF-1 onde interagem os factores de transcricdo; o dominio C/D contém o dominio em
dedos de zinco, estrutura que liga ao ADN; o dominio C/F contém o local de ligacao ao ligando bem
como o dominio AF-2 que interage diretamente com os péptidos co-ativadores. Adaptado de (Nilsson et
al. 2001).

Estes recetores sdo constituidos por 3 dominio funcionais independentes mas que interagem
entre si: o terminal NH, ou dominio A/B, o dominio C ou dominio de ligacdo ao ADN e o
dominio D,E,F ou dominio de interacdo com o ligando (Figura 4) (Nilsson et al. 2001). Na
auséncia de ligando, o recetor de estradiol intranuclear existe como um monémero (estado
inativo) e forma um complexo multiproteico com chaperonas (proteinas de choque térmico
como a HSP-90). A ativacao do recetor pelo E2 induz a fosforilacdo de varios residuos distintos
de serina/treonina induzindo a dissociacao da HSP-90. O recetor assim ativado pode interagir
com sequéncias especificas de ADN nas regides promotoras dos genes alvo regulando a

transcricdo genética (Nilsson et al. 2001; Marino et al. 2006; Morissette et al. 2008).

O E2 ativa os recetores de estradiol que medeiam a sinalizacdo intracelular através de duas
vias: a via da proteina cinase ativada por mitogénio (MAP K) e a via da fosfotidilinositol-3
cinase (PI3K/Akt). O recetor pode interagir diretamente com a via MAP K através da ativacao
sequencial da proteina Ras, Raf, MAP K/ERK ou MAP K (ERK1/2) resultando na ativacdo de
uma grande variedade de fatores de transcricdo envolvidos na sobrevivéncia neuronal

(Dhandapani e Brann 2002). Por outro lado, também pode interagir com a via de sinalizacao
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PI3K levando a ativacao da proteina efetora Akt, também conhecida por proteina cinase B. A
ativacdo da proteina Akt pode modular a expressao de proteinas que influenciam a morte
celular, tais como inibidores de apopotose como a Bcl-2 ou indutores de apoptose como a Bad
ou a Bax. A fosforilacao da cinase IkB pela Akt leva a ativacao de fatores de transcricdo como
o NFkB que inibem a apoptose (Chong et al. 2005). Similarmente, a fosforilacao da caspase 9
pela Akt bloqueia a apoptose induzida por esta caspase (Brunet et al. 1999). Assim, estes

recetores encontram-se intimamente ligados a modulacédo da sobrevivéncia neuronal

1.2.3.2. Receptores membranares de estradiol

Outra forma de sinalizacao pelo estradiol envolve a ativacao de vias de sinalizacao
intracelulares que sao tradicionalmente ligadas a recetores de fatores de crescimento e a
recetores de estrogénio acoplados a proteina G, GPER, um recetor envolvido na ativacao
celular mediada pelo estradiol na auséncia de recetores nucleares (Filardo et al. 2000).

A expressao de mRNA de GPER foi encontrada no Gtero e no epitélio da glandula da mama
(Prossnitz et al. 2008) mas Otto, et al. mostraram que o desenvolvimento dos orgdos
reprodutores em ratos com deplecao de GPER ocorre normalmente; que a auséncia do GPER
nao influencia a fertilidade em machos ou fémeas e por Ultimo que a resposta ao estrogénio
no Utero e na glandula mamaria é mantida na auséncia do recetor (Otto et al. 2008); o que
sugere que o GPER ndo influencia a sinalizacdo mediada pelo estrogénio nos oOrgaos
reprodutores. Como recetor de estrogénio nao feminizante e com capacidades
neuroprotectoras, o GPER é uma promissora estratégia para promover os efeitos protetores do
E2.

O GPER possui 7 hélices transmembranares e esta associado a uma acao rapida mediada pelo
estradiol. Mas até a data, a localizacdo subcelular deste recetor permanece controversa.
Varios estudos demonstraram a localizacdo membranar do recetor (Thomas 2004; Funakoshi
et al. 2006; Filardo et al. 2007). Por outro lado, outros mostraram a presenca deste no
reticulo endoplasmatico (Revankar et al. 2005; Moriarty et al. 2006; Otto et al. 2008) e outros
ainda referem a existéncia deste recetor no complexo de Golgi (Sakamoto et al. 2007).

O estradiol para além de promover a capacidade de transcricao de genes de uma forma
dependente dos recetores classicos, desencadeia também uma variedade de sinalizacao que
inclui a mobilizacdo do calcio intracelular (Improta-Brears et al. 1999), producao de cAMP
(Aronica et al. 1994), producao de fosfato inositol (Pl) (Lieberherr et al. 1993), ativacao de
proteinas mitogénias ativadas por MAP K, ERK1 e ERK2 (Endoh et al. 1997). Face a rapidez
com que estes mediadores sao ativados presume-se que esta sinalizacdao seja iniciada na
membrana plasmatica e que nao envolva a ativacao de recetores intracelulares classicos. A
ativacdo do GPER através da ligacdo do E2 é capaz de ativar diversas vias de sinalizacao. A
ativacdo da via das MAP K Erk1/2 através do GPER tem sido verificada em diversos estudos
(He et al. 2009; Chimento et al. 2010; Ruan et al. 2012; Vinas e Watson 2013). Filardo, Quinn
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et al. também mostraram a ativacdo da via da adenil ciclase pelo GPER (Filardo et al. 2002).
A via PI3K é tradicionalmente ativada na membrana plasmatica em resposta a recetores de
fatores de crescimento ou estimulos de recetores acoplados a proteina G, como o GPER
resultando na acumulacdo de PIP3 na membrana plasmatica e na consequente ativacao da
cinase Akt. Por ultimo, este recetor é capaz, embora de forma indireta, de ativar recetores
de fatores de crescimento epidérmicos que levam a ativacao de maltiplos alvos como a MAP K
ou a PI3K, mas também da PLC. A ativacdo da PLC induz a mobilizacdo do calcio intracelular
através do inositol trifosfato (IP3). Na Figura 5 estao representados de forma esquematica os

mecanismos de sinalizacdo mediados pelo estrogénio através do GPER (Prossnitz et al. 2008).
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Figura 4 - Mecanismo de sinalizacdo mediado pelo estrogénio através do GPER. O estrogénio entra
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livremente na célula acedendo aos receptores de estrogénio intracelular (ER e GPER). Nas células que
expressam o GPER a superficie celular, o estrogénio nao precisa de atravessar a membrana plasmatica.
A ligacdo de agonistas selectivos do GPER ativam este receptor que por sua vez pode ativar varios
efectores, incluindo a Adenil ciclase (resultando na producao de cAMP, Src e SphK). As duas ultimas vias
parecem estar envolvidas na ativacdo de metaloproteinases da matriz (MMP) que cliva o pro-HB-EGF,
libertando HB-EGF que pode ativar o receptor de factor de crescimento epidérmico (EGFR). A ativacao
do EGFR conduz a varios eventos a jusante, incluindo a ativacao da fosfolipase C, proteinas cinases
ativadas por mitogénios (MAPKs) e fosfatidilinositol 3 cinase (Adapatado de (Prossnitz et al. 2008).

O papel neuroprotetor do E2 via ativacao do recetor GPER tem vindo a ser observado em
diversos estudos quer in vitro quer in vivo. Em cultura de neurénios corticais, o recetor tem a
capacidade de atenuar a apoptose induzida pela exposicao a um insulto oxidativo assim como

regular os niveis de proteinas ligadas a apoptose, tais como, Bcl-2 e pro-caspase 3 (Liu et al.
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2011). Adicionalmente, Bourque, et al., mostraram que o tratamento com o agonista seletivo
do recetor GPER (G1) é tao eficaz como o E2 em manter as concentracdes de dopamina, assim
como de dois transportadores especificos de dopamina em murganhos expostos a MPTP.
Adicionalmente, o estudo mostra que o antagonista seletivo do recetor em analise (G15),
antagoniza completamente o efeito neuroprotetor induzido pela estimulacdo com G1 no
estriado e na SN, bem como a protecao do E2 no corpo estriado e parcialmente na SN
(Bourque et al. 2013).
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2. Objetivo

A acao neuroprotetora do estradiol, assim como a capacidade de regular a expressao de
fatores neurotréficos tem vindo a ser descrita em diversos artigos. Resultados anteriores do
nosso grupo mostraram que a utilizacdo de estradiol conjugado a albumina sérica bovina, um
complexo incapaz de atravessar a membrana plasmatica, era capaz de proteger os neurénios
dopaminérgicos da acdo de toxinas como a 6-OHDA. Por outro lado, verificamos também que
a protecao dos neuronios dopaminérgicos exercida pelo estradiol ndo depende de recetores
intracelulares. Estes resultados sugerem que os recetores membranares do estradiol podem

desempenhar um papel importante na protecdo dopaminérgica.

O principal objectivo deste trabalho consiste em averiguar se o GPER esta envolvido na

neuroprotecao dopaminérgica mediada pelo estradiol.
Com este trabalho pretendemos:

- Avaliar a protecdo dopaminérgica induzida pela ativacdo do GPER em culturas embrionarias

do mesencéfalo ventral.
- Avaliar a capacidade do GPER regular a expressao de GDNF.

- Em caso positivo para os dois ultimos objectivos, perceber se a protecdo dopaminérgica

acontece através da regulacao da expressao de GDNF.

- Finalmente, averiguar num modelo animal da Doenca de Parkinson, se a ativacao do GPER se

traduz em protecao funcional.
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3. Material e Métodos

Animais
Todas as experiéncias realizadas com animais foram executadas em conformidade com a

convencao europeia da protecdo dos animais vertebrados usadas para experiéncias e outros

propostos cientificos (Diretiva 2010-63 UE).

Todos os animais foram mantidos a temperatura de 22°C, com 12h de luz/ 12h de escuridao e

com comida e agua ad libitum.

3.1. Ensaios in vitro

3.1.1. Cultura primaria de neurénios embrionarios da

substantia nigra

Os neurodnios mesencéfalo ventral de ratos foram obtidos a partir de embrides de ratos Wistar
com 15-16 dias de gestacao. A fémea gravida foi anestesiada com quetamina (87,5 mg/kg) e
xilazina (12,5mg/kg). A cavidade abdominal foi aberta e os embrides retirados. Os embrides
foram colocados numa caixa de petri com PBS (NaCl 140 mM, KCl 2,7 mM, KH,PO, 1,5 mM e
Na,HPO,4 8,1 mM, pH 7,4) estéril e frio. De modo a assegurar a morte da fémea foi feito um

corte no coracao.

Em cada embrido procedeu-se a dissecacdo do mesencéfalo ventral de acordo com o ilustrado
na Figura 5. O tecido dissecado foi transferido para uma solucdao de digestao (tripsina

4,5mg/mL e DNAse 2,5mg/mL diluidos em PBS) e incubado a 37°C durante 5 minutos. Para
parar a digestdo enzimatica, a suspensdo foi centrifugada (3K18C Bioblock Scientific; Sigma
Laboratory Centrifuges) durante 1 minuto a 700 rpm e apds remocao do sobrenadante, o
sedimento foi ressuspenso numa solucao de PBS com 10% de soro. O sedimento foi
mecanicamente dissociado em PBS e centrifugado (1500 rpm/3 minutos). As células foram
ressuspensas em Meio Neurobasal (MNB) (Gibco) suplementado com 2% B27 (Gibco), 0,05
pg/mL de glutamina (sigma), 50 pg/mL de gentamicina (Sigma) e 25 pM glutamato (Sigma) e
em 10% de soro. Para a contagem celular as células foram diluidas (1:1) com azul de tripano

(0,4% em NaCl 0,9%) e as células viaveis foram contadas usando uma camara de Neubauer.
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Por fim, as células foram cultivadas em placas de cultura previamente revestidas com poli-D-
lisina (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) a uma densidade de 0,8 x 10 células/3,85 cm? ou 0,4 x
10° células/1,93 cm?. A cultura foi mantida a 37 °C numa atmosfera com 5% de CO, e 95% de

ar atmosférico durante 6 dias.

Figura 5 - Representacao esquematica do procedimento usado para dissecar a SN de ratos embrionarios.
Adaptado de (Dunnett et al. 1999).

3.1.2. Estimulacao celular

3.1.2.1. Estudos de viabilidade celular

Doze horas antes da estimulacao celular o meio foi substituido por MNB sem soro. A cultura
foi incubada com 17-8 estradiol (100nM), G1 (100nM, Calbiochem) e G15 (100nM, Calbiochem)
por um periodo total de 48 horas, no qual as células foram estimuladas com MPP* (10 pM) nas
Ultimas 24 horas. Quando utilizados, os inibidores das vias de sinalizacdo LY 294002, SQ
22,536, PD98059 e U-73122 foram adicionados 30 minutos antes do estimulo com G1. Para a
neutralizacdo do GDNF a cultura foi incubada com anti-GDNF (0,4pg/ml; Santa Cruz
Biotechnology) 30 minutos antes incubacao com o agonista e 1 hora antes da lesdao com MPP*,
O estimulo terminou com a remo¢dao do meio e com uma lavagem com PBS. Os passos
experimentais estao representados na Figura 6, 7 e 8. Na tabela 1 estao indicadas as

concentracdes usadas de cada inibidor.
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Cultura primaria Estimulacao Estimulacao Paragem do
com com MPP* estimulo

G1,G15e E2

Figura 6 - Representacdo esquematica do procedimento experimental usado para o estudo da

neuroprotecao dopaminérgica mediada pelo GPER.

Dia 0 Dia 4 30 min Dia4 24h Dia 5 Dia 6

| | | | |

Cultura primaria Estimulacao com Estimulacao Estimulacao Paragem do
LY294002, P com MPP* estimulo
$Q22,536,

PD9805 e
U-73122

Figura 7 - Representacao esquematica do procedimento experimental usado no estudo das vias de

sinalizacao envolvidas na neuroprotecao promovida pela ativacao do GPER.

Dia 0 Dia 4 Dia5 1 hora Dia 5 Dia 6

! | | ! |

Cultura primaria  Estimulacéo Estimulacao Estimulacao Paragem do

com G1e com Anti-GDNF com MPP* esLimnio

Anti-GDNF

Figura 8 - Representacdo esquematica do procedimento experimental usada no estudo do papel do

GDNF na neuroprotecao induzida pela ativacao do GPER.
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Tabela 1 - Inibidores de proteinas usados nos ensaios.

Inibidor Concentracao Empresa
Adenil Ciclase SQ 22,536 0,1TmM Sigma Aldrich
“ LY 294002 25uM Calbiochem
PD98059 50uM Calbiochem
U-73122 10nM Sigma

3.1.2.2. Acao do GPER na regulacao da expressao de GDNF

Doze horas antes do inicio do estimulo o meio celular foi substituido por MNB sem soro. Para
determinar o aumento da proteina GDNF as células foram estimuladas com (E2), G1 e G15
durante 48 horas. Finalizado o tempo de incubacao o meio de estimulacao foi removido e foi
adicionado tampao de lise (Triton X-100 1%, Tris-HCl 50 mM, pH 7,5, EGTA 10 mM, NaCl 150
mM)com inibidores de proteases (fluoreto de fenilmetilsulfonilo 2 mM, aprotinina 10 pg/pl, e
leupeptina 1pg/pl), inibidor de fosfatases (Na3VO4, 2 mM) e ortovanadato de sodio). As

amostras foram usadas para posterior analise da expressdo proteica por Western Blot.

3.1.3. Imunocitoquimica

A imunocitoquimica iniciou-se por uma lavagem com PBS e fixacdo das células com
paraformaldeido (PFA) 4% durante 10 minutos. Seguiu-se a permeabilizacao das células com
Triton X-100 1% em PBS durante 5 minutos. Para o estudo da localizacdo celular do recetor
este passo nao foi efetuado. As ligacdes nao especificas foram bloqueadas por incubacao das
células com 20% de soro em PBS 0,1% Tween (PBS-T) durante uma hora a temperatura
ambiente. Depois do bloqueio as lamelas foram lavadas com PBS-T e incubadas com o
anticorpo primario diluido em PBS-T 1% soro, de acordo com a tabela 1, durante 1 hora a
temperatura ambiente. ApoOs este passo as lamelas foram lavadas seis vezes com PBS-T
durante 15 minutos. O anticorpo secundario correspondente foi também diluido em PBS-T
com 1% FCS e as lamelas incubadas 1 hora a temperatura ambiente. Depois da incubacdo com
o anticorpo secundario as células foram lavadas uma vez com PBS-T e incubadas 10 minutos

com Hoescht 2mM (Invitrogen, CA, USA). Por fim, as lamelas foram lavadas seis vezes com

19



PBS-T. Seguiu-se a montagem em meio de montagem para fluorescéncia (DAKO, Glostrup,

Denmark). As imagens foram adquiridas num microscopio de epifluorescéncia Zeiss Axio

(Axiobserver Z1, Zeiss) com uma objectiva 63x.

Tabela 2 - Anticorpos primarios e secundarios usados na imunocitoquimica.

. Anticorpo Anticorpo
Proteina L Diluicao Empresa L. Diluicao Empresa
Primario Secundario
Anti - Rato )
) ab112, abcam, i Invitrogen,
Policlonal i Conjugado
) 1:1000 Cambridge, 1:1000 molecular
Anti - TH com alexa®
USA probes, UK
488
Anti-Rato )
20172, Invitrogene,
) Conjugado
VYA Anti MAP-2 1:500 Santa Cruz 1:1000 molecular
S com alexa® .
iotechnology probes
438
Anti-Rato )
) 20334, DAKO, ) Invitrogene,
Policlonal Conjugado
GFAP ) 1:200 Glostrup, 1:1000 molecular
Anti-GFAP com Alexa®
Denmark probes
488
Anti-Coelho )
48525 . Invitrogene,
) conjugado
GPER Anti-GPER 1:200 Santa Cruz 1:1000 molecular
. com Alexa®
Biotechnology 13 probes

3.1.3.1. Contagem celular e analise quantitativa

A analise da imunocitoquimica foi realizada em trés ou mais preparacoes diferentes usando 3
lamelas distintas para cada condicdo. De cada lamela foram fotografados 20 campos
(ampliacao x63). Os resultados sao apresentados como o nimero médio das células tirosina
hidroxilase (TH) positivas em relacdo ao numero total de células estimadas pela marcacao

com Hoescht.
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3.1.4. Western Blot

Depois de quantificados os niveis de proteina total presente nos extratos celulares, as
proteinas foram desnaturadas por adicdao de uma solucao com 0,5M Tris-HCLl, pH 6,8, 10%
(w/v) dodecil sulfato de sddio (SDS), 10% glicerol, 140 mM 2-mercaptoetanol, e 0,1% (w/v)
azul de bromofenol. As amostras foram ainda aquecidas a 100°C durante 5 minutos.

O volume de extrato proteico que correspondeu a 40ug foi colocado num gel de concentracao
contendo 4% acrilamida, 0,5 mM Tris-HCl (pH 6,8), 10% SDS, 0,05% persulfato de amoniaco
(PSA) e 0,05 de tetrametiletilenediamina (TEMED). As proteinas foram separadas num gel de
resolucao contendo 12% de acrilamida, 1,5 M Tris-HCLl (pH 8,8), 10% SDS, 0,05% (PSA) e 0,05%
TEMED.

As amostras e o marcador de pesos moleculares foram sujeitas a uma voltagem de 160V
durante aproximadamente 1 hora, a temperatura ambiente. Na eletroforese foi usado um
tampao contendo 960 mM de glicina, 125 mM de Tris e 0,05% de SDS.

Apos a eletroforese, o gel de concentracao foi removido e o gel de separacao foi colocado em
tampao CAPS (10% acido ciclohexilamina propanosulfonico, 10% metanol, pH 11). As proteinas
no gel foram transferidas para uma membrana de difluoreto de polivinilideno (PVDF - GE
Healthcare, Amersham, UK). Antes da transferéncia, as membranas de PVDF foram ativadas
por imersao em metanol 100% durante 5 segundos, seguidos de 5 minutos em agua e 10
minutos em tampao CAPS. A eletrotransferéncia foi realizada a 750 mA durante
aproximadamente 1 hora e 30 minutos e a 4°C.

Terminada a eletrotransferéncia procedeu-se ao bloqueio das ligagdes nao especificas por
incubacao numa solucao de Tris com 5% de leite (Regilait, France) e 0,1% de Tween 20,
durante 1 hora a temperatura ambiente. Apos o blogueio, as membranas foram incubadas
com o anticorpo primario anti-GDNF de coelho (1:500, Santa Cruz Biotechnology) diluido em
TBS-T durante a noite a 4°C.

As membranas foram lavadas 3 vezes em TBS-,T durante 15 minutos cada lavagem, e
incubadas 1 hora a temperatura ambiente com o anticorpo secundario anti-coelho (1:20000)
diluido em TBS-T. Depois de lavadas, as membranas foram expostas ao substrato Luminata TM
Crescendo Western HRP e o sinal quimioluminescente foi detetado com filmes hyperfilm-ECL
(Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg Germany). Os filmes foram digitalizados e a

densidometria foi calculada usando o programa QuantityOne.
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3.2. Ensaios in vivo

3.2.1. Administracao de G1 e injecao de MPTP

Para o estudo in vivo foram usados 22 murganhos adultos C57BL/6 com 10-12 semanas de
idade. Durante um periodo de 5 dias os animais foram adaptados ao manuseamento para
evitar situacdes de stress durante o estudo de comportamento. Os murganhos foram injetados
com solucao salina ou G1 (5pg/100puL) duas vezes ao dia durante 10 dias consecutivos. No 5°
dia, os animais receberam 4 injeccoes de MPTP (50mg/kg intraperitoneral) com 2 horas de
intervalo. Esta dose foi seleccionada de modo a provocar cerca de 60% de perda dos neurdnios
dopaminérgicos. Foram realizados os testes comportamentais, campo aberto e “grip test”
para avaliar a atividade locomotora e os movimentos motores mais finos dos murganhos

durante 7 dias.

3.2.1.1. Campo Aberto

Apos terminadas as injecdes os murganhos foram sujeitos ao teste campo aberto num sistema
aproriado (sistema ActiMot, TSE, Bad Homburg, Alemanha). Todos os testes foram realizados
entre as 9 horas e as 15 horas de dois em dois dias. Sendo realizadas 4 repeticdes. Cada
murganho é colocado numa caixa apropriada e apds um breve periodo de adaptacao (5
minutos) o teste é realizado durante 2 horas com medi¢des da distancia percorrida, elevacdes
e velocidade em cada minuto através do nimero de contagens (interrupcoes dos feixes de luz

infravermelha do equipamento usado).

Figura 9 - Representacao do sistema de campo aberto.
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3.2.1.2. “Grip test”

Os murganhos sao colocados sob uma grade metalica horizontal de modo a agarrarem a grade.
A grade é invertida de modo a que os murganhos fiquem de cabeca para baixo. E

contabilizado o tempo total que os animais resistem a queda.

L
U

Figura 10 - Representacao do “grip test”.

3.2.2. Preparacao do tecido

Dois dias apds ter terminado o estudo de comportamento, os animais foram anestesiados e
perfundidos com 20mL de PBS 0,1M para remover o sangue, seguido de perfusao com 20 mL
de PFA a 4%. Os cérebros foram removidos e pos-fixados em PFA 4% durante a noite. Apds a
fixacdo foram crioprotegidos em sacarose 30% até imersao total. Antes de serem seccionados
os cérebros foram embebidos na Solucao Optima de Corte (0.C.T), e foram cortados num
cridstato (Leica CM3050S, Leica Microsystems, Nussloch, Alemanha) em seccoes de 35 pm. As
fatias correspondentes a SN e ao estriado de cada animal foram colocadas numa placa de 24
pocos (BD Biosciences, San Jose, California, USA) com PBS 0,1 M suplementado com

0,12pmol/L de azida de sodio e foram guardadas a 4°C até a realizacdo da imunohistoquimica.
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3.2.2.1. Imunohistoquimica

A imunohistoquimica iniciou-se com incubacao das sec¢des cerebrais em 10mM de citrato de
sodio (pH 6) a 80°C. As fatias foram deixadas a temperatura ambiente e colocadas em agua
durante 5 minuto, apdés a qual foram lavadas com PBS-T durante 10 minutos. Uma vez
lavadas, procedeu-se ao bloqueio das ligacdes ndo especificas por incubacdo numa solucdo de
PBS com 20% soro e Triton-X-100 (0,1%) durante 1 hora e a temperatura ambiente. Terminado
o bloqueio foram lavadas duas vezes durante 10 minutos. Para inibir a atividade das
peroxidases enddgenas, as fatias foram incubadas com 3% H,0, durante 10 minutos, tendo o
cuidado de proteger as fatias da luz. Por fim foram lavadas em PBS-T mais 2 vezes durante 10
minutos.

A incubacdo com o anticorpo primario monoclonal contra TH (1:1000; T20720, Transduction
Lab BD, San Jose, California, USA) diluido em PBS com 5% de soro foi realizada durante a
noite a 4°C. Depois de 3 lavagens de 10 minutos em PBS-T para remover o anticorpo primario
que nao ligou, as fatias foram incubadas 1 hora a temperatura ambiente com anticorpo anti-
rato biotinilado (1-200; Vector Laboratories, Burlingame, CA) diluido em PBS com 1% de soro.
As fatias foram novamente lavadas 3 vezes com PBS-T durante 10 minutos e incubadas com o
complexo avidina-biotina peroxidase (ABC kit from Vector Laboratories, Burlingame, CA)
durante 1 hora. As fatias foram entao incubadas com 3,3'-Diamina Benzidina (DAB, Sigma-
Aldrich, Saint Louis, MO, USA) durante 1 hora. A reacao terminou pela adicao de solucao
salina de TBS (Tris 20 mM e NaCl 137 mM). As fatias foram montadas em laminas previamente
limpas e revestidas com poli-D-lisina e visualizadas num microscopio Ziess Axiovert 200

imaging Microscope (Axiobserver 71, Zeiss).

3.2.2.2. Analise quantitativa e contagem celular

Apds definicdo dos limites entre a SN e a area tegmental ventral procedeu-se a contagem dos
neuronios TH*. O nimero total de neurénios TH" foi contado em cada seccao mesencefalica
utilizando uma ampliacdo x10. Todas as analises da imunohistoquimica foram realizadas em 3

ou 4 animais de cada grupo.
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4. Resultados

4.1. Localizacao do GPER nas células do mesencéfalo

ventral

A protecao dopaminérgica exercida pelo estradiol envolve a interacdo entre neuronios e
astrocitos. A fim de averiguar se esta protecao podera envolver a acdo do GPER, comecamos
por analisar a presenca deste recetor em culturas mistas (neuronios e astrocitos) do
mesencéfalo ventral por imunocitoquimica. Observamos marcacdao para GPER em células
positivas para a proteina utilizada como marcador neuronal, a proteina associada aos
microtUbulos do tipo 2 (MAP-2), e também em células positivas para o marcador astrocitario,
proteina glial fibrilar acidica (GFAP), indicando que nestas culturas o este recetor é expresso

quer por neuronios quer por astrocitos (Figuras 11 e 12).

GPER GFAP ADN

Figura 11 - Imagem representativa de uma imunocitoquimica em células do mesencéfalo ventral
marcada para GPER (vermelho), e para o marcador astrocitario GFAP (verde). Os nlcleos foram

identificados por marcacao com o corante Hoescht (azul).

GPER MAP2 ADN

Figura 12 - Imagem representativa de uma imunocitoquimica em células do mesencéfalo ventral

marcada para GPER (vermelho), e para o marcador neuronal MAP-2 (verde). Os nucleos foram

identificados por marcacao com Hoescht (azul).
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4.1.1. Localizacdo membranar do GPER

Uma vez que a informacéo existente atualmente sobre a localizacdo do GPER é contraditoria
tentamos avaliar nas células do mesencéfalo ventral se este recetor se localiza na membrana
plasmatica através da realizacdo de uma imunocitoquimica sem permeabilizacao celular.
Mesmo na auséncia de permeabilizacdo foi possivel observar uma marcacdo intensa para o

recetor que sugere a presenca na membrana plasmatica do GPER (Figura 13).

Figura 13 - Imagem representativa de uma imunocitoquimica realizada em células do mesencéfalo
ventral na auséncia de permeabilizacao celular. O GPER encontra-se marcado a vermelho e os nlcleos a

azul. A observacao foi feita no microscopio Zeiss Axio (Axiobserver Z1, Zeiss) com a objectiva 63x.

4.2. A ativacao do GPER previne a perda dos

neurénios dopaminérgicos mesencefalicos

Existem evidéncias consistentes que apontam para o envolvimento de um receptor
membranar na neuroprotecdo dopaminérgica exercida pelo estradiol (Filardo et al. 2000;
Campos et al. 2012). Utilizando culturas embrionarias do mesencéfalo ventral fomos avaliar
se esta protecdo envolve a ativacdo do GPER. A exposicao da cultura ao MPP" provocou uma
reducao de 54,5% no nimero de células TH". A pré-incubacdo com E2 nao s6 impediu a perda
de neurdnios dopaminérgicos como ainda promoveu um aumento de 41% do ndmero destas
células relativamente ao controlo, o que parece indicar que o G1 promove a sobrevivéncia
destas células em cultura, mesmo em situacoes controlo. A fim de investigar a capacidade do
GPER em exercer protecao nos neuronios dopaminérgicos, as células foram incubadas com G1
24 horas antes da exposicdo ao MPP*. A presenca do agonista seletivo do GPER induziu um
aumento significativo no niUmero de neuronios dopaminérgicos face as células estimuladas
apenas com MPP*, ultrapassando mesmo os niveis de controlo (122,8% do controlo, Figura 14).

Para confirmar o envolvimento do GPER na protecdao mediada pelo E2 as células foram
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incubadas com E2 na presenca do antagonista seletivo dos GPER, o G15. Na presenca de G15 a
capacidade do E2 em proteger os neurdnios dopaminérgicos da lesao induzida pelo MPP" ficou
comprometida observando-se havendo uma reducao do nimero de células TH" para 50,1% do
controlo (Figura 14). A exposicdo das células a E2, G1 e G15 (na auséncia de lesdo) nao afetou

o numero de células TH relativamente ao controlo.
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Figura 14 - A ativacdo dos recetores GPER protege as células dopaminérgicas da lesao induzida por
exposicao a MPP*

A- Quantificacao da lesao dopaminérgica induzida por exposicdo a MPP* na presenca de um agonista ou
de um antagonista do GPER. As células foram estimuladas com E2 (100nM), G1 (100nM) e G15 (100nM) 24

horas antes de uma exposicao a MPP* (10uM). Os resultados foram expressos em percentagem de
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controlo e representam a média + S.E.M de 3 - 4 experiéncias independentes realizadas em triplicado. A
analise estatistica foi realizada com o teste one-way ANOVA seguido do Bonferroni post Test. # P <0,05 e
## P <0,01 quando comparado com o controlo. *** P <0,001 quando comparado com MPP*.

B- Imagem representativa da uma imunocitoquimica para TH* e MAP-2 usada para avaliar a lesao
induzida por exposicdo MPP* em células do mesencéfalo ventral. O nicleo das células marcado com
Hoescht é visivel a azul (A). Os neurdnios marcados com anti-MAP-2 aparecem a vermelho (B) e os
neuronios dopaminérgicos marcados com anti-TH aparecem marcados a verde (C). A imagem D

corresponde a conjugacao das imagens A-C.

4.3. Vias de sinalizacao envolvidas na protecao

dopaminérgica mediada pelo GPER

Depois de avaliada a capacidade do GPER em promover a protecao dopaminérgica, fomos
tentar determinar que vias de sinalizacao mediavam o efeito protetor exercido por ativacao
deste recetor. Uma vez que ha dados que indicam que a ativacdo do GPER pode conduzir a
ativacao da via das PI3K, das MAPK, da adenil ciclase e da fosfolipase C (Filardo et al. 2000;
Filardo et al. 2002; Prossnitz et al. 2008) neste trabalho fomos tentar determinar a
contribuicao de cada uma destas vias para a protecao dopaminérgica mediada por ativacao do

GPER recorrendo para isso a inibidores seletivos de cada uma das vias.

Na presenca dos inibidores da PI3K (LY 294002), da adenilciclase (SQ 22,536) e da MEK
(PD98059) o G1 foi incapaz de impedir a lesao induzida por exposicdo a MPP*, tendo-se
observado percentagens de células TH® semelhantes as observadas na presenca de MPP+
apenas. Na presenca do inibidor da fosfolipase C (U-73122) a protecao mediada pelo G1 foi
significativamente diminuida mas nesta situacdo manteve-se ainda alguma protecado (Figura
15). Estes resultados sugerem que a protecao dopaminérgica promovida pelo GPER envolve
varias vias de sinalizacdo que provavelmente convergem ou tém alvos comuns. A exposicao
das células aos inibidores das vias de sinalizacdo (na auséncia de lesdo) nao afectou a

viabilidade dopaminérgica (Figura 16).
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Figura 15 - Vias de sinalizacdo envolvidas na protecdo dopaminérgica mediada pelo GPER. Trinta
minutos antes da adicdo de G1 (100nM as células foram incubadas com LY 294002 (25uM), SQ 22.536
(0,1mM), PD98059 (50uM) e U-73122 (10nM). Seguiu-se uma incubacdo com MPP* (10uM) durante mais 24
horas. A cultura foi analisada por imunocitoquimica. Os resultados representam a média + S.E.M de oito
experiéncias independentes realizadas em triplicado e foram expressos em percentagem de controlo. A
analise estatistica foi realizada com o teste one-way ANOVA seguido do Bonferroni post Test. $$$ P
<0,001 quando comparado com o controlo. ### P <0,001 e # P <0,05 quando comparado com MPP*. * P
<0,05 e *** P <0,001 quando comparado com o controlo.
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Figura 16 - Influéncia dos inibidores das diferentes vias de sinalizacdo na viabilidade dopaminérgica. Os
inibidores das diferentes vias de sinalizacao nao afectam a viabilidade dopaminérgica observada em
situacoes controlo. Andlise quantitativa da imunocitoquimica das células embrionarias da SN estimuladas
com LY 294002 (25uM), SQ 22,536 (0.1mM), PD98059 (50uM) e U-73122 (10nM) durante 48 horas. As

células foram fixadas e analisadas por imunocitoquimica. Os resultados representam a média + S.E.M de
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trés experiéncias independentes realizadas em triplicado e foram expressos em percentagem de

controlo. A analise estatistica é realizada com o teste one-way ANOVA seguido do Bonferroni post Test.

4.4, Regulacao da expressao de GDNF por ativacao do
GPER

Sabe-se que o E2 promove a regulacao da expressao de fatores de crescimento e que alguns
dos efeitos bioldgicos do estradiol dependem destes fatores de crescimento. Uma vez que
num estudo anterior do nosso grupo mostramos que o E2 tem a capacidade de promover o
aumento da expressao do GDNF em cultura do mesencéfalo neste estudo fomos avaliar se a
ativacdo do GPER consegue regular a expressao dos niveis de GDNF nas células do
mesencéfalo ventral. As células foram estimuladas durante 48 horas com E2 (100nM), G1
(100nM) e E2 + G15 (100nM). A analise por Western blot mostra que o E2 promoveu um
aumento de 296% nos niveis do péptido. A ativacdo do GPER induzida pela estimulacdo com
G1 provoca também um aumento da proteina, neste caso em cerca de 200%. Nas células
foram incubadas com E2 na presenca do antagonista seletivo do GPER, G15, nao houve

nenhuma alteracao significativa relativamente ao controlo (Figura 17).
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Figura 17 - Regulacdo da expressio de GDNF por ativacdo do recetor GPER. As células foram
estimuladas com E2 (100nM), G1 (100nM) e G15 (100nM) durante 48 horas. Os resultados sao a média +
S.E.M de trés experiéncias independentes realizadas em triplicado e a sao expressos em percentagem de
controlo. A analise estatistica é realizada com o teste one-way ANOVA seguido do Bonferroni post Test.
** P <0,01 e * P <0,05 quando comparado com o controlo.
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4.5. Papel do GDNF na protecao dopaminérgica
induzida pelo G1

De forma a podermos avaliar qual a importancia dos aumentos de GDNF promovidos por
ativacao do GPER na protecdo dopaminérgica induzida pelo estradiol repetimos a estimulacdo
das células com o agonista G1 mas desta vez em presenca de um anticorpo contra o GDNF. O
objetivo foi proceder a deplecao do GDNF livre e ver de que forma a protecéo era afetada por
esta remocao. A capacidade do G1 em proteger da lesao induzida pelo MPP* foi totalmente
comprometida pela deplecdo do GDNF, provocando uma reducéo das células TH" de 94% para
62% (Figura 18). Isto sugere que a neuroprotecao observada pela ativacao do recetor GPER

envolve, efetivamente, a acao do GDNF.
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Figura 18 - Papel do GDNF na neuroprotecdo dopaminérgica induzida pelo G1. As células foram
estimuladas com G1 (100nM) na presenca de anticorpo contra o GDNF (0,4 pg/ml). Seguiu-se um insulto
toxico com MPP* (10uM) por um periodo de 24 horas (também em presenca de anti-GDNF). A cultura foi
analisada por imunocitoquimica. Os resultados sao a média + S.E.M de trés experiéncias independentes
realizadas em triplicado e expressos em percentagem de controlo. A andlise estatistica foi realizada
com o teste one-way ANOVA seguido do Bonferroni post Test *** P <0,001 quando comparado com o

controlo, ## P <0,01 quando comparado com MPP*, $$ P <0,01 quando comparado com G1-MPP".
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4.6. Efeito da ativacao do GPER na protecao da

funcdao motora

Os resultados apresentados anteriormente mostraram que o estradiol, via ativacao dos GPER,

tem, em modelos in vitro da DP, a capacidade de proteger os neuronios dopaminérgicos.

Com esta parte do trabalho pretendemos estender esta avaliacado a um modelo mais
complexo, in vivo, e determinar ainda se a protecdo se da apenas a nivel bioquimico ou se a
nivel funcional também é possivel impedir as alteracées motoras caracteristicas dos modelos

animais da DP.

O modelo usado foi 0 do MPTP. Os murganhos foram injetados com solucao salina ou G1 duas
vezes ao dia durante 10 dias consecutivos tendo ao 5° dia sido sujeitos a quatro injecoes de
MPTP (50mg/kg) com 2 horas de intervalo. Todos os murganhos foram sujeitos 4 vezes aos

testes de comportamento durante 7 dias.

A fim de avaliar os movimentos mais finos dos animais, a capacidade de preensao, os animais
foram sujeitos ao “grip test” em que se analisa o tempo total que os murganhos conseguem
manter-se agarrados a uma grade metalica invertida. Os resultados obtidos mostram que os
animais lesionados com MPTP e tratados com solucao salina apresentam tempos de laténcia a
queda inferiores aos animais do grupo controlo, embora sé se verifiquem diferencas
significativas no segundo e terceiro teste. Os animais sujeitos ao tratamento com o agonista
seletivo do recetor GPER e sujeitos as injecoes de MPTP, apresentam também diminuicdo nos
tempos de laténcia a queda. Embora pareca haver uma pequena recuperacao, esta nao foi

significativa (Figura 19 A).
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Figura 19 - Efeito da ativacao do GPER na capacidade de preensao. Os murganhos foram injetados com
solucdo salina ou G1 (5ug/100uL) durante um periodo de 10 dias. No 5° dia os animais foram injetados
com MPTP (50mg/kg intraperitoneal) 4 vezes ao dia de 2 em 2 horas. Apds o tratamento todos os
murganhos foram sujeitos ao “grip test” e o tempo de laténcia a queda contabilizado. *** P <0,001, * P

<0,05, * P <0,05 quando comparado com o controlo.

Para avaliar a atividade motora geral de cada grupo, foi contabilizado o nimero de contagens

durante 2 horas, para determinar a distancia percorrida e as elevacdes. Foi também adquirida
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a velocidade média dos murganhos durante o teste. Por analise dos dados obtidos,
verificamos que ndo existem alteracoes significativas indicadoras de défice motor para estes

parametros entre animais tratados com MPTP e animais controlo (Figura 20, 21 e 22).
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Figura 20 - Distancia total percorrida pelos animais. Apds o tratamento ja descrito os murganhos foram
sujeitos ao teste de campo aberto durante 2 horas e a distancia percorrida por cada animal foi registada
em numero de contagens. A passagem dos animais em frente a um feixe de luz interrompe a transmissao
desse mesmo feixe sendo detectado como uma contagem. O nimero de contagens registadas pelo grupo
de murganhos injetados com MPTP é semelhante ao grupo controlo, o que indica a auséncia de défice

motor significativo.

A medicdo da contagem de elevacdes e a velocidade sdao parametros que também permitem
avaliar o comprometimento motor. Nos testes realizados em murganho aos quais foi
administrado veiculo ou G1 e injetado MPTP (Figura 22 e 23) nao se registaram diferencas
significativas entre o grupo de murganhos injetados com MPTP e o grupo controlo quer para as
elevacoes, quer para a velocidade, o que parece indicar que a lesdo dopaminérgica foi
insuficiente para se traduzir em alteracdoes motoras significativas a nivel global, mas que pode
ter resultado em algum comprometimento dos movimentos mais precisos como os avaliados
no “grip test”. A auséncia de alteracdoes motoras significativas impede que possam ser tiradas

conclusdes quanto a uma possivel acao protetora dos agonistas do GPER a nivel funcional.
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Figura 21 - Quantificacdo do numero de elevacdes em murganhos. Os murganhos foram injetados com
solucdo salina ou G1 (5ug/100uL) durante um periodo de 10 dias. No 5° dia os animais foram injetados
com MPTP (50mg/kg intraperitoneal) 4 vezes ao dia de 2 em 2 horas. Ap6s o tratamento todos os
murganhos foram sujeitos ao teste de campo aberto durante 2 horas e as elevacoes de cada murganho

determinadas em numero de contagens. Nao foram registadas diferencas significativas entre os grupos.
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Figura 22 - Quantificacao da velocidade dos murganhos. Os murganhos foram injetados com solucao
salina ou G1 (5ug/100uL) durante um periodo de 10 dias. No 5° dia os animais foram injetados com MPTP
(50mg/kg intraperitoneal) 4 vezes ao dia de 2 em 2 horas. Apds o tratamento todos os murganhos foram
sujeitos ao teste de campo aberto durante 2 horas e o numero de contagens registado, nao

apresentando diferencas
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4.7. Lesao dopaminérgica induzida pelo MPTP

Dois dias apds o fim dos testes motores os animais foram sacrificados e os cérebros foram
processados por imunohistoquimica para a tirosina hidroxilase (TH) de forma a ser
determinada a lesdo dopaminérgica em cada uma das condicdes utilizadas. Verificamos que
existe uma reducao das células TH* nos murganhos injetados com MPTP relativamente ao
controlo de 35,4%. O nimero de células TH" nos murganhos a que foi administrado G1 e
injetados com MPTP também apresentam menor nimero de células TH" relativamente ao
controlo (28,5%).

Figura 23 - Imunohistoquimica para a TH® na SN de murganhos. Imagem representativa da
imunohistoquimica para TH" em animais controlo (A, n=4) e em murganhos injetados com MPTP (B, n=4).
As fatias foram coradas com DAB. Observou-se uma diminuicdo significativa de células TH* nos
murganhos injectados com MPTP relativamente aos animais injectados com solucdo veiculo. O nimero
de células TH® foi contado apenas na SN e nao na area tegmental ventral. A analise da

imunohistoquimica foi feita em 3 - 4 animais por grupo e 1 - 4 fatia por cada animal.
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Figura 24 - Neuronios TH® da SN. Efeito do MPTP e do G1 nos neurdnios dopaminégicos. Analise
quantitativa das células TH" apos lesao com MPTP e tratamento com G1. Os animais foram administrados
durante 10 dias com G1 e injetados com MPTP 4 vezes de 2 em 2 horas. Dois dias depois os animais
foram sacrificados e os cérebros processados para imunohistoquimica. O grupo de murganhos injetados
com MPTP tem uma reducao significativa do nimero de neuroénios TH* na SN quando comparado com o
grupo controlo (211,4 para 136,6 células TH*/fatia). Os grupo ao qual foi administrado G1 e injetado
MPTP tem uma reducédo de neuroénios TH* préoxima dos murganhos injetados com MPTP e solucdo salina.
Os valores sdo expressos em neurdnios TH* totais + S.E.M. e analise estatistica foi realizada com o teste
one-way ANOVA seguido do Bonferroni post Test. ** P <0,01, *** P <0,001 quando comparado com o

controlo.

Os resultados obtidos por imunohistoquimica, mostraram que as injecbes com MPTP
promoveram uma reducao significativa do nimero de neurénios dopaminérgicos. No entanto,
esta lesao parece nao ter sido suficientemente extensa para se traduzir num défice da
actividade motora geral. Por outro lado, a administracao do agonista selectivo do GPER nao
protegeu as células dopaminérgicas da lesao induzida pelo MPTP. No entanto, estes dados
devem ser analisados com alguma cautela uma vez que quer o numero de animais quer o
numero de fatias analisada/animal foram bastante reduzidos o que pode comprometer a
relevancia destes resultados. Torna-se necessario analisar um maior nimero de fatias por
animal e aumentar também o nimero de animais analisados de forma a clarificar se os

resultados obtidos sao ou nao representativos das condicoes experimentais testadas.
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5.Discussao

Estudos in vitro (Sawada e Shimohama 2000) e in vivo (Shughrue 2004) mostram o papel
neuroprotector do estradiol contra a degeneracdo dos neurénios dopaminérgicos da SN.
Adicionalmente, sabe-se que a capacidade neuroprotetora do estradiol é mediada pela
ativacao de recetores intracelulares, como os recetores de estrogénio a (Morissette et al.
2008), e pela ativacao de recetores membranares, como os recetores acoplados a proteina G,

especificamente o GPER (Liu et al. 2011; Bourque et al. 2013).

Neste estudo, utilizando agonistas e antagonistas seletivos para o GPER e avaliando a
sobrevivéncia dos neuronios dopaminérgicos, por contagem das células TH*, confirmamos que
o estradiol protege os neuronios dopaminérgicos da lesao induzida pelo MPP* através da
ativacdo do recetor GPER. Este resultado esta de acordo com outros estudos em que a
protecao dopaminérgica foi avaliada por determinacao dos niveis de dopamina estriatais ou
por determinacao dos transportadores membranares e vesiculares da dopamina (Bourque et
al. 2013). Usando o mesmo modelo, investigdmos que vias de sinalizacdo participam na acdo
neuroprotetora do GPER. Com este objetivo analisamos vias de sinalizacao ja anteriormente
descritas como sendo ativadas pelo GPER (Maggiolini e Picard 2009). A ativacao do GPER pode
ativar a adenil ciclase e levar ao aumento de cAMP que por sua vez ira ativar a PKA. Por outro
lado, a ativacdo do recetor pode ativar fatores de crescimento epidérmicos que levam a
ativacao da ERK e da PI3K/Akt e de forma mais indireta a fosfolipase C (Maggiolini e Picard
2009). Os resultados por nos obtidos mostraram que as vias associadas a PLC, a PI3K, a
adenilciclase e as MAPK eram essenciais a acao protetora mediada pelo agonista seletivo do
GPER, G1. Inibidores de diferentes vias impediram totalmente a protecdo dopaminérgica
promovida pelo G1 o que sugere que esta protecdo depende de varias vias ou que as
diferentes vias convergem, ou tém alvos comuns, fazendo que a inibicdo de cada uma

individualmente acabe por comprometer totalmente a protecao.

A capacidade do estradiol em regular a expressdao dos factores neurotroficos BDNF, IGF ou
artemina foi anteriormente descrita em varias regides cerebrais (Dittrich et al. 1999; Ivanova
et al. 2001; Zhou et al. 2005; Garcia-Segura et al. 2007; Kang et al. 2010; Pan et al. 2010;
Pietranera et al. 2010). O estradiol é ainda capaz de regular a expressdao de GDNF em
neuronios hipotalamicos e na via nigroestriatal ((Garcia-Segura et al. 2001; Ivanova et al.
2002). Neste trabalho, mostramos que o estradiol, via ativacao do GPER, promove também o
aumento da expressao do GDNF e ainda que o GDNF é essencial a protecao mediada pelo
GPER.

Curiosamente as vias de sinalizacdo que vimos serem essenciais a protecdo mediada pelo

GPER também estdo envolvidas na regulacdo da expressao de GDNF (Saavedra et al. 2008).
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Seria interessante analisar se em presenca dos inibidores das vias de sinalizacdo usados

também se observa uma inibicao da expressao de GDNF promovido por ativacao do GPER.

Por avaliacao de parametros bioquimicos como a presenca de os transportadores de dopamina
ou os niveis de dopamina. Bourque e colaboradores (2013) demonstraram recentemente a
participacao do GPER nos efeitos neuroprotetores do E2 contra a lesao por MPTP em
murganhos C57BL/6. Neste trabalho, avaliamos o papel do GPER na protecao dos neurdnios
dopaminérgicos e também na protecdo da funcdo motora usando o mesmo modelo da doenca
de Parkinson. A capacidade motora dos animais foi avaliada através do “grip test”, com o
objetivo de determinar efeitos em movimentos mais finos dos murganhos, e também através
do teste de campo aberto, no qual foram avaliados parametros como distancia total
percorrida, o niUmero de elevacdes e a velocidade. Através do “grip test” verificAmos que os
murganhos injetados com MPTP apresentaram tempos inferiores de laténcia a queda, os quais
nao foram significativamente alterados pelo tratamento com G1. A analise dos resultados da
imunohistoquimica demonstrou que também a nivel do nimero de células dopaminérgicas nao
houve protecao pelo G1. Assim, na concentracao administrada, o agonista G1, nao foi eficaz
em proteger a via nigrostriatal contra a toxina dopaminérgica no modelo in Vvivo,
contrariamente ao descrito por Bourque et al. 2013. De modo esclarecermos quanto as
concentracdes de G1 atingidas, avaliarmos a sua estabilidade e difusao no cérebro deveriamos
quantificar o G1 presente no cérebro e no LCR quer na altura da injecdo com MPTP quer no

final da experiencia.

No teste de campo aberto ndo se observaram diferencas significativas para nenhum dos
parametros avaliado (distancia total percorrida, velocidade e n° de elevacdes) entre o grupo
controlo de animais e o grupo injetado com MPTP. A auséncia de alteracdes significativas no
teste de campo aberto em animais injetados com MPTP pode indicar que a lesao
dopaminérgica foi insuficiente. De facto, ao determinarmos a extensdo da lesdo através de
uma imunohistoquimica para a TH verificAmos que a reducao das células TH* nos murganhos
injetados com MPTP, relativamente ao controlo, foi de apenas 35,5%. Uma vez que é
conhecido que os primeiros sintomas motores da DP surgem quando a perda dos neurdnios
dopaminérgicos é bastante mais acentuada (>60%), é provavel que a auséncia de défice motor
no modelo por noés utilizado se deva a uma lesao pouco extensa. De qualquer modo os
resultados que apresentamos para a imunohistoquimica sao ainda preliminares e devem ser
analisados com alguma cautela uma vez que o nimero de fatias analisadas por cada animal
foi muito reduzida, o que pode comprometer a representatividade dos dados. O nimero de
animais analisado foi também reduzido (4). S6 apos a analise de mais fatias e de mais animais

se podera concluir com seguranca acerca dos niveis de lesao.

Em conjunto os resultados obtidos neste trabalho demonstraram a eficacia dos agonistas GPER
em proteger os neurdénios dopaminérgicos em culturas primarias do mesencéfalo ventral e

ainda que esta protecao depende dos niveis de GDNF. A capacidade dos mesmos agonistas em
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protegerem em modelos in vitro devera ser reavaliada para concentracdes mais elevadas de

G1 e também para lesbes mais extensas.
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6.Conclusao e Perspectivas Futuras

Varios estudos (Numakawa et al. 2011; Campos et al. 2012) mostram o papel neuroprotetor
do E2 por interaccdo com factores de crescimento e evidenciam a importancia de recetores

membranares para esta accao.

Com este trabalho mostramos que a ativacao do recetor GPER protege a via nigrostriatal face
a lesdo induzida pela toxina dopaminérgica num modelo in vitro de células do mesencéfalo

ventral, através de um processo que envolve a regulacao da expressao de GDNF.

Adicionalmente, no modelo in vivo, mostramos que a lesao induzida pelo MPTP detetada no
“grip test”, nao foi revertida pela administracao de G1. No entanto, a auséncia de alteracoes
motoras significativas no teste de campo aberto impede que possam ser tiradas conclusdes

qguanto a uma possivel acao protetora dos agonistas do GPER a nivel funcional.

Assim, pretendemos ajustar a lesdo neuronal para niveis que acentuam os sintomas motores
da DP e testar a administracdo de varias concentracdes de agonista selectivo do recetor

GPER. Neste estudo, poderao também ser quantificados os niveis de G1 ao longo do estudo.

0 nosso grupo pretende também avaliar in vivo a expressao de GDNF e averiguar o seu papel

neste modelo, assim como de alguns factores inflamatorios por ativacao do GPER.

Estes resultados, conjuntamente com o fato do recetor ser um recetor de estrogénio que nao
medeia efeitos nos orgaos reprodutores, sugere que podera ser usado como uma estratégia

alvo designada para proteger a lesdo dopaminérgica.
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