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RESUMO

A excitotoxicidade induzida pela excessiva ativacdo da
neurotransmissdo  glutamatérgica estd  envolvida em  varias
neuropatologias. Neste sentido, moléculas que impe¢am a liberagdo de
glutamato ou a ativacdo excessiva dos seus receptores, podem ser Uteis
para prevenir a morte neuronal em algumas doengas. As lectinas sdo
proteinas capazes de ligacdo reversivel a carboidratos e
glicoconjugados, e algumas tém sido utilizadas no estudo e purificagdo
de receptores ionotropicos glutamatérgicos. O presente estudo teve
como objetivo avaliar a potencial atividade neuroprotetora de lectinas
extraidas de plantas como a ConBr, BBL, VGL, CGL e FTL frente &
excitotoxicidade glutamatérgica. Fatias de hipocampo foram isoladas a
partir de camundongos machos adultos e incubadas durante 6 h em
solucdo tampéo salina/Krebss/DMEM, na presenca de glutamato (10
mM) ou glutamato (10 mM) co-administrado com ConBr, BBL, VGL,
CGL ou FTL go pg/mL). Além disso, a fosforilagdo de MAPKSs
(ERK1/2, p38M*°K e INK1/2/3) e AKT foi avaliada por western blot na
avaliacdo neuroprotetora de ConBr, VGL e CGL. Os resultados
mostram que o glutamato foi capaz de reduzir a viabilidade hipocampal
(~25%), diminuiu a fosforilacdo de AKT e aumentou a fosforilagdo de
ERK1 e p38MAPK_ Notavelmente, ConBr e VGL impediram a reducéo da
viabilidade celular e reverteram a diminuicdo da fosforilacdo de AKT
induzida pelo glutamato. Entretanto, somente VGL reverteu 0 aumento
na fosforilacdo de p38M*" e ERK1 induzido por glutamato. Na
presenca do inibidor de PI3K, LY294002 (10 uM), ConBr ndo foi capaz
de reverter a queda na viabilidade induzida pelo glutamato, sugerindo
que o efeito neuroprotetor de ConBr é dependente da via PISBK/AKT. O
mecanismo envolvido na modulagéo das vias de sinalizag&o intracelular
ndo foi elucidado. No entanto, considerando os receptores NMDA como
uma proteina glicosilada no dominio N-terminal extracelular, é possivel
sugerir um bloqueio dos receptores de NMDA por meio da interagdo das
lectinas ConBr e VGL com as cadeias de oligossacaridios.

Palavras-chave: glutamato, lectinas de planta, neuroprotecdo, AKT,
MAPK, NMDA.






ABSTRACT

The excitotoxicity induced by excessive activation of the glutamatergic
neurotransmission is involved in several neuropathologies. In this sense,
molecules that prevent the release of glutamate or excessive activation
of its receptors can be useful to prevent neuronal death in these diseases.
Lectins are proteins capable of reversible binding to carbohydrates on
glycoconjugates, and some have been used in the study and purification
of ionotropic glutamate receptors. The present study aimed to evaluate
the potential neuroprotective activity of lectins extracted from plants
such as ConBr, BBL, VGL, CGL and FTL to prevent glutamate-induced
excitotoxicity. Hippocampal slices were isolated from adult male mice
and incubated for 6 h in Krebs/saline/DMEM buffer in the presence of
glutamate (10 mM) or glutamate (10 mM) plus ConBr, BBL, VGL,
CGL or FTL (10 pg/mL). Moreover, the phosphorylation of MAPKs
(ERK1/2, p38M*" and JNK1/2/3) and AKT was evaluated by western
blotting in the study concerning the neuroprotective mechanism
displayed by ConBr, VGL and CGL. The results show that glutamate
was able to reduce hippocampal slice viability (-25%), diminish the
phosphorylation of AKT and increase the phosphorylation of p38™A°«
and ERK1. No changes were observed in the phosphorylation of
INK1/2/3 and ERK2. VGL prevented the increment of p38""* and
ERK1 phosphorylation. Notably, ConBr and VGL prevented the
reduction of cell viability and the decrease of AKT phosphorylation
induced by glutamate. Furthermore, in the presence of PI3K inhibitor,
LY294002 (10 pM), ConBr was unable to reverse the loss in cell
viability induced by glutamate. It suggests that ConBr exerts its
neuroprotective effect in a manner dependent of PISBK/AKT pathway.
The mechanism involved in the modulation of signaling pathways was
not addressed in our study. However, considering NMDA receptors as
glycosylated protein in the extracellular N-terminal domain it is possible
to suggest a blockage of NMDA receptors via ConBr or VGL lectin
interaction with oligosaccharide chains.

Key words: Glutamate, plant lectins, neuroprotection, AKT, MAPKs,
NMDA.
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1. INTRODUCAO

A funcionalidade do sistema nervoso central (SNC) depende dos
sistemas de sinalizacdo intracelular que se organizam como maodulos
interdependentes (GREENGARD, 2001; WONG e SCOTT, 2004), que
respondem aos sinais extracelulares através da modificacdo da atividade
de proteinas cinases e proteinas fosfatases regulando o estado de
fosforilacdo de proteinas (GREENGARD, 2001; LEAL et al., 2004;
THOMAS e HUGANIR, 2004). Desta forma, a atividade de fatores de
transcricdo, enzimas, canais i0nicos, receptores e proteinas sinapticas
podem ser modificados por este mecanismo resultando na modulag&o de
processos como proliferacdo, diferenciacdo celular, morte celular,
neurogénese, interagdes celulares, neurotransmissdo e neuroplasticidade
(CHANG e KARIN, 2001; GREENGARD, 2001; KANDEL, 2001;
THOMAS e HUGANIR, 2004; WONG e SCOTT, 2004). Alteracdes
destes sistemas podem causar ou induzir distirbios neurodegenerativos,
psiquiatricos ou comportamentais.

A grande maioria dos receptores, canais idnicos e transportadores
de neurotransmissores de membrana sdo de natureza glicoproteica e
podem modular direta ou indiretamente enzimas intracelulares como
proteinas cinases ativadas por mitdgenos (MAPKS), proteina cinase A
(PKA), proteina cinase Caz”calmodulina-dependente (CaMKs), proteina
cinase C (PKC), fosfatidil-inositol 3-cinase (PI3K/AKT) regulando
expressdo génica, embriogénese, proliferacdo, sobrevivéncia/morte
celular, neuroplasticidade (THOMAS e HUGANIR, 2004).

Estudos de glicobiologia tém revelado a importancia das cadeias
de acucares, presentes nas glicoproteinas, glicolipidios e proteoglicanos
da superficie celular, como biossinalizadores na comunicagdo
intercelular e controle de vias de sinalizacdo intracelular; realizando
papéis chave no desenvolvimento do SNC, na modulagdo sinaptica e
neuroplasticidade (DUBE e BERTOZZI, 2005; ENDO, 2005).
Carboidratos agem como intermediarios na comunicacdo celular em
varios sistemas biolégicos e podem influenciar fendmenos de
diferenciacdo, proliferacdo e interacdes entre células em condi¢des
fisioldgicas e patolégicas. As informacOes presentes na estrutura dos
oligossacarideos conjugados a proteinas ou lipidios na superficie das
células sdo reconhecidas por um grupo especializado de proteinas, as
lectinas (SANZ- APARICIO et al., 1997).
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1.1 Lectinas

As moléculas mais estudadas na glicobiologia e com interesse
farmacoldgico sdo as lectinas. As lectinas sdo um grupo heterogénio de
proteinas que possuem a capacidade de ligacdo reversivel aos
carboidratos e glicoconjugados, podendo regular diversos eventos
fisioldgicos e patolégicos da fungdo celular (DUBE e BERTOZZI,
2005; LIU e RABINOVICH, 2005). Os animais possuem varias lectinas
no SNC com capacidade de regular fungBGes neurais importantes
(YAMANE et al., 2010). Apesar disso, exceto as galectinas, poucas
delas tém sido isoladas do SNC e caracterizadas com rela¢do a suas
fungBes (GHAZARIAN et al, 2010).

1.1.1 Lectinas enddgenas

Dentre as lectinas presentes no organismo dos mamiferos,
destacam-se as galectinas. As galectinas sdo uma familia de 15 lectinas
hidrossolGveis que exibem notdvel afinidade por beta-galactose,
podendo ser encontradas no citoplasma, no nucleo ou até mesmo no
espacgo intercelular em diferentes tecidos, desempenhando diversas
atividades bioldgicas. Estudos cristalograficos determinaram que grande
parte das galectinas possuem em sua estrutura um dominio de cerca de
130 aminoacidos denominado “dominio de reconhecimento de
carboidratos” (CRD), responsavel pela interagdo da proteina com o
carboidrato (também denominado dominio lectinico) (LOPEZ-
LUCENDO et al., 2004; RABINOVICH e TOSCANO, 2009;
HUGHES, 1999, YANG et al., 2008). Grande variedade de processos
fisioldgicos e patolégicos como embriogénese, diferenciacao e reparo de
células adultas, regulagdo do sistema imune e processos de metastase
tumoral sdo modulados por diferentes galectinas (NISHIOKA et al
2002; LADERACH et al., 2010; RABINOVICH e TOSCANO, 2009).

A galectina-1 é uma pequena proteina de 14 kDa, em solucdo
ocorre predominantemente sob a forma dimérica essencial para as
interacbes com os carboidratos e determinante de sua atividade
biolégica (LIAO et al, 1994; LOPEZ-LUCENDO et al., 2004, DI
LELLA, 2010). Nos estudos relacionados ao SNC tem se destacado o
papel da galectina-1 no desenvolvimento do SNC e na resposta frente a
diversas condicBes neuropatoldgicas. Estudos utilizando culturas
primarias de astrocitos mostraram que galectina-1 pode induzir a
diferenciacdo astrocitaria e estimular a expressdo de BDNF (SASAKI,
2004; ENDO, 2005). A expressdo de galectina-1 principalmente por
astracitos e células progenitoras neurais parece estimular a neurogénese
(IMAIZUNI et al, 2011, SAKAGUCHI et al., 2006; KAJITANI et al,
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2009) e a producdo de fatores neurotréficos como BDNF (ENDO,
2005). Adicionalmente, foi observado que em condic¢des de isquemia in
Vivo e in vitro a expressdo de galectina-1 pelos astrécitos foi estimulada,
acarretando elevagdo da producdo de BDNF (QU et al., 2011). Além
disso, foi descrito um papel neuroprotetor de galectina-1 frente a
neurotoxicidade glutamatérgica em modelo de neurdnios cerebelares
(LEKISHVILI et al., 2006).

1.1.2 Lectinas extraidas de plantas

Lectinas obtidas de plantas tém sido muito utilizadas como
ferramentas no estudo de mecanismos moleculares relacionados &
fisiologia e patologia celular animal (CAVADA et al., 2001; FAY e
BOWIE, 2006). Além disso, tém sido utilizadas como estratégias no
tratamento de certos tipos de cancer (ROSTOCK et al., 2005; KIM et
al., 2004). As atividades bioldgicas variam e podem incluir modulagéo
da proliferacdo celular, apoptose e producdo de o6xido nitrico (NO)
(CAVADA et al., 2001).

Lectinas da familia Fabaceae (Leguminosae) possuem a
capacidade potencial de modular alvos moleculares que dentro do
sistema nervoso central poderiam estar envolvidos na regulacdo
comportamental, na neuroplasticidade, ou mesmo na resposta a
determinadas drogas de acéo central (CAVADA et al. 2001; RUSSI et
al., 2012). Lectinas provenientes dessa familia representam um grupo de
proteinas  similares  estruturalmente, porém com  diferentes
especificidades a carboidratos. Na subtribo Diocleinae observam-se o0s
géneros, Canavalia, Cratylia e Dioclea, dos quais lectinas tém sido
isoladas e caracterizadas, sendo muitas de origem brasileira como as
extraidas de: Canavalia brasiliensis (ConBr), Dioclea grandiflora
(DGL), Dioclea violacea (DVioL) entre outras (CAVADA et al., 2001).

Todas as lectinas Diocleanae apresentam estruturas multiméricas
compostas de mondmeros de 255 KDa, além de exibirem a
caracteristica de equilibrio dimero-tetramero dependente de pH
(CALVETE et al., 1999). Cada subunidade também contém sitios de
ligacdo para fons Ca®* e Mn**, importantes para atividade bioldgica da
proteina, € uma cavidade hidrofébica que interage com ligantes
hidrofébicos, assim como fito-horménios (SANZ-APARICIO et al.,
1997). Nessa familia as lectinas apresentam como especificidade
principal de reconhecimentoos carboidratos D-manose e D-glicose
(CAVADA et al., 2001).

Concanavalina A (ConA), uma lectina extraida das sementes de
Canavalia ensiformes (Familia Fabaceae, tribo Phaseoleae, subtribo
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Dioclenae), foi a primeira lectina a ser isolada, sequenciada e teve sua
estrutura tridimensional determinada por cristalografia de raio- X. ConA
é uma lectina Ca**/Mn**-dependente com afinidade por manose/glicose
e seu monémero contém 237 residuos de aminoacidos (CAVADA et al.,
2001). ConA tem sido utilizada como ferramenta no estudo da fungéo
neural e neuroplasticidade (LIN e LEVITAN 1991; SCHERER e UDIN
1994), no isolamento glicoproteinas sindpticas, modulagdo de receptores
glutamatérgicos (PARTIN et al., 1993; FAY e BOWIE 2006), no estudo
do mecanismo de liberagdo de neurotransmissores (BOEHM e HUCK,
1998), e na modulacdo de receptores e transportadores de monoaminas
(CEDENO et al., 2005). Além disso, estudos recentes tem mostrado que
ConA também pode apresentar atividades anti-proliferativas sobre
diversas linhagens de células cancerosas, dando perspectivas de uma
aplicacdo anti-tumoral para essa lectina (LI et al., 2011).

ConBr, é uma lectina isolada das sementes de um tipo de feijao
brasileiro (Canavalia brasiliensis) e tem sua sequéncia e estrutura
cristalogréafica definidas, apresentando 99% de homologia com ConA
além de possuir a mesma especificidade por manose/glicose (SANZ-
APARICIO et al., 1997; CAVADA et al., 2001). Os efeitos bioldgicos
de ConBr em tecidos periféricos incluem a estimulagdo da liberacdo de
histamina em mastécitos (LOPES et al., 2005), estimulo da producéo de
6xido nitrico em macréfagos (ANDRADE et al., 1999) e ativacdo da
apoptose em linfécitos (BARBOSA et al., 2001). Apesar destas acdes e
da similaridade estrutural entre ConBr e ConA (CAVADA et al., 2001),
os efeitos hioldgicos de ConBr sobre células neurais e sobre a fungéo do
SNC séo pouco conhecidas.

A estrutura de ConBr é representada abaixo (Figura 1) e mostra
os residuos de aminoacidos que variam em relacdo a ConA. Apenas dois
aminodacidos sdo substituidos e nenhum destes residuos esta préximo do
sitio de ligacdo de carboidratos em ambas lectinas. Além das mudancas
na estrutura primaria, tém sido encontrado importantes diferencas na
estrutura quaternaria de ConBr em relacdo a ConA (SANZ-APARICIO
etal., 1997; GRANGEIRO et al., 1997).
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Figura 1: Estrutura global do tetramero de ConBr e a localizacdo das
quatro subunidades. As posigdes dos residuos de Gly 58 e Gly 70 em ConBr
s8o substituidas por Asp e Ala em ConA. As esferas cinza e preta representam
0s metais de transicdo, Mn*" e Ca®, respectivamente (Adaptado de Sanz-
Aparicio et al., 1997).

A lectina ConBr apresenta um comportamento de oligomerizagdo
diferente de ConA. Por exemplo, enquanto ConA, em pH 7,0, é um
tetrdmero homogéneo, ConBr exibe uma mistura de dimeros (31%) e
tetrdmeros (69%) nesta mesma faixa de pH. A razdo entre as forma
divalentes e tetravalentes, junto com mudancas na orientacdo relativa
dos sitios de ligacdo de carboidratos nas estruturas quaternarias das
lectinas homologas, tem sido sugeridas como explicacdo para as
diferentes atividades e poténcias bioldgicas das lectinas Dioclenae de
Canavalia brasiliensis e Canavalia ensiformes (CALVETE et al., 1999)

ConBr (mas ndo ConA), tem acdo do tipo antidepressiva, avaliada
no teste do nado forcado (TNF), que ¢ utilizado para “screening” de
compostos com potencial acdo antidepressiva. O mecanismo dessa agao
de ConBr foi dependente da ativacdo dos sistemas serotoninérgicos (via
receptores SHT1 e 5HT2), adrenérgico (via receptores a2-adrenérgico)
e dopaminérgico (via receptores D2). Além disso, ConBr foi capaz de
potencializar a agdo da fluoxetina, um antidepressivo inibidor da
recaptacdo da serotonina (BARAUNA et al., 2006).

Estudos mais recentes, demonstram também um potencial
inibidor de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA por ConBr. Essa
acdo se evidenciou através de dois modelos: 1) inibicdo da via
NMDA/NO/GMPc no TNF (COSTA e COLABORADORES, 2010;
dados ndo publicados);

2) bloqueio de convulsdes induzidas pelo acido quinolinico
(agonista NMDA) (RUSSI et al., 2012).



22

Além disso, por mecanismo ainda ndo elucidado ConBr ativa o
fator de transcricdo CREB e produz um aumento marcante da expressdo
de BDNF no hipocampo (RIEGER e COLABORAES, 2012; dados nao
publicados).

PIRES e COLABORADORES (2011), demonstraram que ConBr
administrada via oral em camundongos possui atividade analgésica,
sendo este efeito aparentemente relacionado a sua acéo sobre receptores
opidides no SNC. Dessa forma pode-se verificar multiplas acfes de
ConBr sobre 0 SNC convergindo para modulagdo de diversos alvos da
superficie celular e repercutindo com modificagdes da sinalizagdo
intracelular.

Portanto, temos um conjunto de evidéncias que indicam a
capacidade de lectinas, obtidas de plantas leguminosas brasileiras, em
modular a plasticidade do SNC, através da interagdo com receptores
glutamatérgicos, transportadores de neurotransmissores e consequente
modulacdo de vias de sinalizagdo intracelular, produzindo assim,
neuroprotecao.

1.2 Glutamato

O glutamato, identificado pela primeira vez em 1866, é o
principal neurotransmissor excitatério no sistema nervoso central (SNC)
de mamiferos e estd envolvido no desenvolvimento, sobrevivéncia
neuronal, e em fungdes cerebrais vinculadas a aprendizado e memoria
(RAHN, 2012), além de participar como mediador da comunicagdo
intercelular, plasticidade, crescimento e diferenciagdo celular
(NEDERGAARD et al., 2002). Uma vez liberado na fenda sinaptica, o
glutamato pode se ligar a diferentes receptores, como 0s receptores
glutamatérgicos ionotrépicos N-metil-D-aspartato (NMDA), a-amino-3-
hidrdxi-5-metil-4-isoxazolproprionato (AMPA) e Cainato e o0s
receptores metabotropicos (KANAI e HEDIGER, 2003; AHMADIAN
etal., 2004; GRAZIOSO et al.,2005).

1.2.1 Receptores Glutamatérgicos

1.2.1.1 Receptores glutamatérgicos ionotropicos
Farmacologicamente, os receptores ionotropicos classificam-se
em receptores NMDA, AMPA e Cainato de acordo com a maior
seletividade por seus ligantes sintéticos especificos (GONDA, 2012).
Aos receptores AMPA e cainato ¢ atribuida a neurotransmissao
excitatoria rapida e os canais formados por estes receptores sdo
permeaveis primariamente aos jons sodio (Na®) e potassio (K"). Ja os
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receptores NMDA consistem de um canal idnico central e diversos sitios
de modulagéo pelos quais neurotransmissores e drogas podem se ligar e
afetar a atividade do receptor (MCBAIN et al, 1994). A ativacdo dos
receptores NMDA requer a unido simultanea de glicina e glutamato em
combinacdo com despolarizacdo da membrana celular. No potencial de
repouso o canal do receptor NMDA é bloqueado pelo ion magnésio, o
qual é expulso apds uma despolarizagdo inicial, com a abertura do canal
ocorre influxo principalmente de ions célcio (WAXMAN et al., 2005).
Portanto, os receptores NMDA respondem mais lentamente ao
glutamato, contribuindo com o componente lento das correntes pos-
sinapticas excitatérias e sendo altamente permeéveis aos fons Ca”*
(CULL-CANDY et al., 2001; WAXMAN et al., 2005).

Diversos estudos sugerem que o0s receptores de glutamato,
especialmente o receptor NMDA apresenta papel crucial no
desenvolvimento do SNC, na sobrevivéncia neuronal, na estrutura dos
axonios e dendritos, e na plasticidade sinaptica e sinaptogénese. Devido
a essas propriedades, os receptores NMDA sdo implicados como
responsaveis pelos processos de aprendizado e meméria. Estes
receptores existem, primariamente, como complexos heteroméricos,
formados por duas subunidades obrigatérias NR1 e duas subunidades
regulatérias NR2 ou NR3. S&o expressas oito isoformas da subunidade
NR1, enquanto a subunidade NR2 apresenta quatro isoformas (NR2A,
2B, 2C e 2D) e a as subunidades NR3 duas isoformas (NR3A e NR3B).
NRL1 é essencial para a formacdo do canal, enquanto que NR2 determina
as propriedades funcionais e farmacoldgicas do receptor. Recentemente,
encontrou-se que as diferentes subunidades do receptor NMDA diferem
em suas propriedades cinéticas, sensibilidade aos ligantes,
permeabilidade a ions divalentes e interages com proteinas. A
expressdo alterada de algumas subunidades ocorre em certas condi¢des
fisiopatoldgicas e podem ser diretamente relacionadas com a
excitotoxicidade glutamatérgica, como por exemplo, na dor crénica,
hipéxia e isquemia, epilepsia, doengas neurodegenerativas (ex.
Alzheimer e Parkinson) e transtornos psiquiatricos como a esquizofrenia
e a depressdo (SEVERINO et al., 2011).

1.2.1.2 Receptores glutamatérgicos metabotrépicos

Os receptores glutamatérgicos metabotrébicos sdo aqueles
acoplados as proteinas G. Estes receptores sdo subdivididos em classe I,
classe 1l e classe Il e podem agir através da ativacdo da fosfolipase C
ou por modulacdo da enzima adenilato ciclase (OBRENOVITCH e
URENJAK, 1997). Ha a ativacdo de mensageiros secundarios, na qual
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em ultima andlise alteram a permeabilidade de ions na membrana
plasmatica (SEVERINO et al., 2011).

Receptores de glutamato subtipos

lonotrépicos Metabotrébicos
Classes funcionais|] NMDA ~ AMPA  Cainato Classel Classell  Classelll
$ mGluR4
NR1 GluR1 GluR5 mGIluR1 mGIuR2 et
GluR2 GluR6 MGIURS  mGIuR3
NR2A GIuR3 GIuR7 mGIuR7
. GIuR8
Familia de Genes | NR28 GluR4 ms
NR2C KA1
NR2D KA2
AMP
NR3A 1 ths e cAMP
NR3B
Canal idnico Sistemas de mensageiro secundario

Figura 2: Classificagdo esquemdtica dos receptores glutamatérgicos
(adaptado de Siegel et al., 2006).

1.2.2 Transmisséo glutamatérgica e a glicosilacao dos receptores de
glutamato

As sinapses sdo locais ricos em carboidratos (RAMBOURG e
LEBLOND, 1967), além disso, foi demonstrado que glicoproteinas
presentes nesta regido estariam potencialmente envolvidas na regulagéo
da atividade sinaptica no SNC (GURD, 1989; WING, 1993).

Ao longo dos Ultimos anos, muitos estudos tém comprovado o
papel da transmissdo glutamatérgica no desenvolvimento neural, na
plasticidade sinaptica fisiologica (fundamental nos processos de
aprendizado e memoéria), bem como em processos patoldgicos
(envolvendo reorganizacdo sinaptica e morte celular) observados em
processos como: isquemia, hipoglicemia, epilepsia, doengas
neurodegenerativas, dependéncia e tolerancia a drogas, dor neuropatica,
ansiedade e depressdao (MELDRUM, 2000; OTTERSEN e MATHISEN,
2000; RAHN, 2012).

Nesse sentido estudos de “binding”, utilizando lectinas como
ferramentas, demonstraram que cadeias de oligossacarideos associadas a
glicoproteinas sinapticas estdo localizadas na fenda sinaptica (MATUS
etal, 1973).
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A glicosilacdo € capaz de influenciar diversas propriedades dos
receptores glutamatérgicos, incluindo a atividade do canal e sua
modulacgéo por lectinas. Os receptores ionotrépicos glutamatérgicos sdo
complexos protéicos com um percentual de glicosilagdo que varia de 8 a
24% (HULEBROECK e HAMPSON, 1992). Dentre os receptores
glutamatérgicos, os receptores NMDA sdo 0s que possuem a maior
afinidade pelo glutamato (WAXMAN et al., 2005). Diversos estudos
demonstram que as subunidades dos receptores NMDA, NR2A-NR2B,
possuem cadeias oligossacaridicas contendo grande quantidade de
manose, além de outras cadeias laterais complexas de agUcares
(MACHAIDZE e MIKELADZE, 2001). Outros estudos indicam que a
subunidade NR1A do receptor NMDA também possui alta quantidade
de manose (STANDLEY e BAUDRYB, 2000). Portanto, tem sido
sugerido que alguns dos sitios de NMDA, preferencialmente ricos em
manose, sejam necessarios para a modulagdo do canal por lectinas e
outros sitios, provavelmente ricos em galactose, estejam envolvidos na
modulagdo da interacdo  ligante/receptor (MACHAIDZE e
MIKELADZE, 2001).

1.2.3 Excitotoxicidade glutamatérgica e morte celular

A morte celular resultante das acles tdxicas de aminoécidos
excitatorios pode ser definida como excitotoxicidade. Sendo o glutamato
o principal neurotransmissor excitatorio no SNC, a excitotoxicidade
neuronal geralmente se refere a lesdo e a morte de neurdnios decorrente
de exposicdo prolongada ao glutamato e associada ao influxo excessivo
de Ca®" para o interior da célula (BERLIOCCHI et al, 2005).

O glutamato pode ser neurotdxico agindo em receptores
ionotrépicos (NMDA e AMPA) e, também em seus receptores
metabotropicos, a lesdo excitotdxica glutamatérgica resulta do excesso
de entrada de Ca®* e Na* na célula através dos canais idnicos e pela acio
suplementar da liberacdo de Ca®* dos reservatérios intracelulares,
levando a um aumento da concentrago intracelular de Ca®*. O excesso
de Ca®* intracelular ativa uma série de enzimas como proteases,
fosfolipases, 6xido nitrico sintase e endonucleases que contribuem para
a morte celular (CHOI, 1987; MELDRUM, 2000). Portanto, devido a
sua elevada permeabilidade ao célcio e incompleta dessenssibilizacdo, o
receptor NMDA é considerado o principal mediador da excitotoxicidade
glutamatérgica (CHOI, 1992; ROTHSTEIN, 1996; GONDA, 2012).

Em varias condicBes neuropatol6gicas, como acidente vascular
cerebral (AVC), epilepsia, traumatismo cranio encefalico (TCE) e
doencas neurodegenerativas (OBRENOVITCH e URENJAK, 1997),
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observa-se um aumento nos niveis extracelulares de glutamato, que
conduz a uma excessiva ativacao dos receptores NMDA, com elevacdo
dos niveis de Ca®* intracelular e inducéo de morte celular (LIPTON e
ROSENBERG, 1994).

Deste modo, a excitotoxicidade se refere a um processo no qual a
célula nervosa responde inapropriadamente a concentragdes elevadas de
glutamato na fenda sinaptica culminando na morte celular (LYNCH et
al., 2002). Essa morte pode ser de dois tipos: apoptética ou necrotica
(BONFOCO et al, 1995). A apoptose é caracterizada por condensagéo
citoplasmatica e nuclear, clivagem do &cido desoxirribonucléico (DNA)
intranuclear e subseqiiente fagocitose. J4 a necrose € um processo no
qual ocorre tumefacdo da mitocdndria e do reticulo endoplasmatico com
ruptura celular e geracdo de resposta inflamatéria (HICKEY e
CHESSELET, 2003).

As mitocondrias estdo fortemente envolvidas na toxicidade
dependente de NMDA e 0 modo de morte (apoptose ou necrose) pode
depender da intensidade do dano e do estado funcional da mitocondria.
O mecanismo pelo qual as mitocdndrias com excesso de calcio causam
morte celular por necrose envolve, muitas vezes, a produgédo de espécies
reativas de oxigénio que danificam os processos respiratorios
mitocondriais (NICHOLLS e BUDD, 2000; WARD et al., 2000). Ja os
mecanismos de morte celular por apoptose envolvem a liberacdo de
fatores apoptoticos e ativacéo de vias de estresse como p38™~°K e INK3
(SCHWARZSCHILD et al., 1997; YANG et al., 1997).

Portanto, é de extrema importancia o estudo relacionado a
determinacdo dos mecanismos que envolvem a neuroprotecdo produzida
por lectinas, focalizando sua interagdo com receptores glutamatérgicos e
a modulacgéo de vias de sinalizagdo intracelular neuroprotetoras.

No presente estudo pretendemos caracterizar as lectinas como
proteinas com potencial neuroprotetor que poderiam interferir
positivamente, na diminuicdo dos danos observados em processos
neurotéxicos, em resposta a superestimulacdo do sistema
glutamatérgico. Dentro desse contexto, um ponto importante de
investigacdo se refere a possivel modulacdo de vias de sinalizacdo
intracelular por lectinas, como as vias de proteinas cinases ativadas por
mitégenos (MAPKS) e a via fosfatidil-inositol-3 cinase (PI3K)/AKT, em
condicdes basais e frente a neurotoxicidade do glutamato,.
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1.3 Proteinas cinase ativadas por mitdégenos (MAPKS)

Os receptores de membrana, em sua grande maioria, sdo de
natureza glicoproteica e podem modular direta ou indiretamente enzimas
intracelulares como proteina cinase A (PKA), proteina cinase G (PKG),
proteina cinase C (PKC), proteina cinase B (PKB/AKT), proteinas
cinases Ca”‘/calmodulina-dependentes (CaMKs) e as MAPKs
(HUNTER e SEFTON, 1991; NESTLER e GREENGARD, 1999;
SWEATT, 2001; HANADA et al., 2004).

As proteinas cinases ativadas por mitégenos (mitogen-activated
protein kinases; MAPKSs) sdo serina-treonina cinases mediadoras de
varias respostas celulares, como proliferacdo celular, diferenciagdo,
sobrevivéncia, morte e transformacdo (KIM e CHOI, 2010). As trés
principais MAPKSs identificadas sdo as cinases reguladas por sinal
extracelular (ERK1/2), c-Jun N- terminal cinase (JNK) e as p38™"°X
(CHANG; KARIN, 2001; CHEN et al., 2001; THOMAS e HUGANIR,
2004; WAETZIG e HERDEGEN, 2004).Todas as vias operam em
forma de cascata (Figura 3), com uma MAP cinase cinase cinase
(MAP3K) ativando por fosforilagdo uma MAP cinase cinase (MAP2K)
que por sua vez fosforila e ativa a MAP cinase (MAPK). A desativacdo
das MAPKSs é dependente de fosfatases especificas, como a MKPs
(fosfatase das MAP cinases), PP2A e tirosina fosfatases (McCUBREY
etal., 2006; SIEGEL et al., 2006).

As proteinas ERK1/2 estdo envolvidas em respostas celulares a
fatores de crescimento e outros mitdgenos, exercendo agdes regulatorias
sobre mecanismos de proliferacdo e diferenciacio (THOMAS;
HUGANIR, 2004). As ERKs também participam de processos de
memoria hipocampal e da plasticidade sinaptica (SWEATT, 2004).
ERK1/2 séo translocadas do citosol para o ndcleo, onde via RSK ativam
fatores de transcrigdo como CREB (“cAMP response element binding
protein”), regulando a transcrigdo génica. Sua via de sinalizagdo é
iniciada por diversos estimulos extracelulares, capazes de ativar
receptores tirosina cinase (RTK), que através de um proteina
adaptadora, como Grb2 (“growth factor receptor-binding protein
2)/SOS (“son of sevenless”) pode ativar Ras, uma proteina G soluvel.
Ras recruta Raf (MAP3K), uma serina-treonina cinase, que ativa MEK
(cinase da proteina cinase regulada por sinal extracelular; MAP2K) que
por sua vez fosforila ERK num residuo de treonina e de tirosina,
ativando-a (ver esquema ilustrado na Figura 3) (SIEGEL et al., 2006;
KIM e CHOI, 2010).

INK1/2/3 e p38M*°X também conhecidas como proteinas cinases
ativadas por estresse (SAPKSs), sdo proteinas ativadas por citocinas e
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insultos citotdxicos, estando frequentemente relacionadas a estresse e
morte celular (MIELKE e HERDEGEN, 2000; COWAN e STOREY,
2003). Entre os diversos alvos destas cinases podem ser citados fatores
de transcricdo (por exemplo, c-Jun), enzimas, proteinas de choque
térmico (por exemplo, Hsp27) e proteinas relacionadas a morte ou
sobrevivéncia celular (MIELKE e HERDEGEN, 2000; HARPER e
LOGRASSO, 2001; RAIVICH e BEHRENS, 2006; NAGAI et al,,
2007). A via da JNK consiste de uma MAP3K tal como ASK1 (cinase
reguladora de sinais apoptoticos), MEKKZ1 ou cinase de linhagem mista
(MLK) ativando uma MAP2K como MKK4 ou MKK?7 (Figura 3) (KIM
e CHOI, 2010). As JNKs estdo amplamente distribuidas nos tecidos dos
mamiferos e apresentam fungdes bioldgicas relevantes para o cérebro
em desenvolvimento (WAETZIG e HERDEGEN, 2004) e em processos
de neurodegeneracdo e ativacdo microglial (LIU e RABINOVICH,
2005).

As p38MA"* sio ativadas por diversos estimulos, incluindo
horménios, ligantes de receptores acoplados a proteinas G e estresses.
Estdo envolvidas em processos inflamatérios e apoptéticos em
diferentes tipos celulares, incluindo neurbnios (SIEGEL et al., 2006;
MOLZ et al., 2008b).
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Figura 3: Vias de sinalizagdo das proteinas cinases ativadas por mitdgenos
(MAPKs). MAPKs medeiam a sinalizagdo intracelular iniciada por fatores
extracelulares ou intracelulares. Todas as vias operam em forma de cascata.
MAP3Ks, que podem ser ativadas tanto por MAP4Ks ou proteinas G,
fosforilam MAP2Ks que por sua vez fosforilam e ativam as MAPKs. Uma vez
ativadas, MAPKSs fosforilam varios substratos, incluindo fatores de transcri¢édo e
outras enzimas cinases, regulando uma variedade de atividades celulares (ex.
proliferacdo, diferenciagdo, migracdo, respostas inflamatérias e morte celular).
Em mamiferos, destacam-se na familia de MAPKSs as enzimas ERK, p38™*"<e
JNK. Adaptado de Kim e Choi (2010).

1.4 Via da Fosfatidilinositol-3 cinase (P13K)/AKT

A via da fosfatidilinositol-3 cinase (PI3K)/AKT (ou PKB) pode
ser ativada por fatores de crescimento, e sua ativacao tem papel central
no controle do crescimento, proliferagdo, metabolismo e sobrevivéncia
celular e na neuroplasticidade (HANADA et al., 2004; BRAZIL et al.,
2004; VAN DER HEIDE et al., 2006). Dessa forma, considera-se que
processos neuroquimicos relacionados ao desenvolvimento do SNC, a
neuroplasticidade, a sobrevivéncia e morte celular e ao aparecimento de
doencas neurodegenerativas podem ser modulados pela atividade dessa
via de sinalizacdo sobre diversas proteinas alvo, como fatores de
transcricdo, proteinas apoptdticas, producdo de fatores neurotroficos.
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A proteina Akt pode promover a sobrevivéncia celular direta ou
indiretamente. BAD, que é um protéina pro-apoptotica da familia Bcl-2
pode ser fosforilada na Ser136 pela Akt, dissociando BAD do complexo
Bcl-2/Bcl-X, com perda da funcéo pré-apoptética. Além disso, Akt pode
ativar NF-«xB através da regulagdo da cinase IxB (IKK), o que resulta na
transcricdo de genes pro-sobrevivéncia (regulacdo de NF-kB). Também
sdo alvos de Akt a proteina cinase mTOR, fosfodisterase-3B, receptor de
substrato de insulina (IRS-1), FKHR, p21 e p27, e possivelmente Rafl.
Estas moléculas estdo envolvidas na sintese protéica, e regulacdo do
ciclo celular (VARA et al., 2004).

O efeito neuroprotetor contra a excitotoxicidade do glutamato da
grelina, um horménio que é principalmente sintetizado e liberado a
partir de células Gr na mucosa oxintica (mucosa gastrica), ocorre através
da ativacdo da via PI3K/Akt (LEE et al, 2012). Adicionalmente, outro
estudo demonstra um efeito neuroprotetor de dehidrogliasperina C
(DGC) via Nrf2-Keapl e PISK/AKT contra a lesdo oxidativa induzida
pelo glutamato (KIM et al., 2012).

Considerando todos os aspectos relacionados com a sinalizacdo
celular e de que o hipocampo é um importante alvo para a
neurotoxicidade glutamatérgica, avaliamos neste estudo os efeitos in
vitro do glutamato (10 mM) sobre a fosforilacdo de MAPKSs e via da
AKT e a viabilidade celular de fatias hipocampais de camundongos
adultos. A partir dessas agfes buscou-se a investigar o potencial
neuroprotetor de lectinas extraidas de plantas.
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Figura 4: Vias de sinalizagdo da PI3K/AKT. A ativagdo de Akt/PKB pode
proteger as células da apoptose, pela fosforilagéo e inibicdo de mediadores pro-
apoptoticos como Bad, fatores de transcricdo como FOXO e ativagao de NFkB.
Adaptado de Hanada et al., 2004.
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TABELA 1: Substratos da AKT e seus efeitos biologicos

Associados a regulacéo de sobrevivéncia

Substrato Efeito
Bad Supressdo da atividade prd-apoptotica de
Bad
CREB Aumento da transcricdo dos genes de
sobrevivéncia regulados por CREB
Familia Exclusdo nuclear e inibigdo da transcricdo
Forkhead  (Fkhr, dos genes prd-apoptoticos
Fkhrl1,Afx)
IKK Indugdo da atividade transcricional de NF-
kB - ativacdo de genes de sobrevivéncia
Procaspase-9 Supressdo da apoptose induzida por
Caspase-9
Mdm2 Entrada nuclear de Mdm2 - inibicdo do

processo regulado por p53

Associados a regulagao do crescimento celular e proliferagéo

Substrato Efeito

p21, p27 Exclusdo nuclear, prevencdo da atividade
antiproliferativa

MTOR/FRAP Modulagéo da tradugdo do RNAmM

TSC2 Modulacdo da atividade de mTOR

(adaptado de Vara et al., 2004).
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2. JUSTIFICATIVA

Tendo em vista os efeitos biologicos das lectinas em diversos
modelos celulares e sua propriedade de ligacdo (com alta especificidade)
a residuos de carboidratos, presentes em receptores e transportadores de
neurotransmissores, parece promissor avaliar sua acdo como uma
ferramenta no estudo da neurotransmissao. Embora os animais possuam
diversas lectinas no SNC capazes, de regular fungdes neurais
importantes, poucas delas foram caracterizadas funcionalmente.
Lectinas obtidas de plantas tém sido muito utilizadas como ferramentas
no estudo de mecanismos moleculares relacionados a fisiologia e
patologia celular animal.

Estudos recentes utilizando lectinas com alvos especificos para
receptores presentes no SNC tém demonstrado resultados promissores
em modelos experimentais e estratégias direcionadas ao reparo do dano
cerebral e a neuroprotecdo frente a toxicidade glutamatérgica
(MACHAIDZE e MIKELAZE, 2006; SAKAGUCHI et al., 2007). O
sistema glutamatérgico é reconhecido por possuir um papel central na
neurobiologia da depresséo bem como em diversas condi¢Ges
patolégicas agudas e cronicas no sistema nervoso central, como 0s
processos neurodegenerativos (SANACORA et al, 2008).

A demonstracdo prévia de que a ConBr apresenta atividade
antidepressiva através de mecanismo de agdo similar a antidepressivos
cléssicos, dependentes dos sistemas serotoninérgicos, noradrenérgicos e
dopaminérgicos (BARAUNA et al.,, 2006) e outro estudo que
demonstrou a acdo anticonvulsivante da ConBr através da inibicédo de
convulsBes induzidas pelo &cido quinolinico (RUSSI et al., 2012)
sugerem um papel neuromodulador e neuroprotetor para ConBr.

Na literatura estd bem estabelecido que lectinas da familia
(Fabaceae) Leguminosae com afinidade por manose/glicose podem ligar
e modular a atividade de receptores glutamatérgicos em virtude da
presenca de cadeias de oligossacarideos na porcdo extracelular destes
receptores (MAYER e VYKLICKY, 1989). Desta maneira, pretendemos
investigar a possivel capacidade modulatéria de lectinas obtidas de
plantas sobre os receptores glutamatérgicos, tendo em vista que residuos
oligossaridicos nos receptores glutamatérgicos ionotrépicos (NMDA,
AMPA e Cainato) podem representar sitios regulatérios importantes
para atividade destes receptores.

Portanto, através do conjunto de evidéncias que demonstram que
as lectinas podem modular o sistema glutamatérgico foi desenvolvido o
presente estudo para analisar o potencial neuroprotetor de lectinas
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extraidas de plantas sobre a neurotoxicidade glutamatérgica in vitro,
além disso, foi foco do presente estudo evidenciar a modulacéo de vias
de sinalizacdo intracelular no processo de neurotoxicidade do glutamato
e na potencial acdo neuroprotetora das lectinas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos Gerais

Investigar a agdo neuroprotetora de lectinas extraidas de plantas
em modelos de neutoroxicidade glutamatérgica sobre fatias de
hipocampo de camundongos, caracterizando o mecanismo molecular
desta modulag&o.

3.2 Objetivos Especificos

1) Realizar um “screening” da atividade neuroprotetora de lectinas em
modelos de fatias hipocampais de camundongos tratadas in vitro com
glutamato, através do teste de viabilidade MTT. As lectinas testadas
foram obtidas da familia (Fabaceae) Leguminosae que possuem
afinidade por glicose/manose como a Canavalia brasiliensis (ConBr) e a
Canavalia gladiata (CGL), bem como de lectinas com afinidade por
galactose como a Artrocarpus incisa (Frutalina-FTL) e Bauhinia
bauhinioides (BBL) e Vatairea guianensis (VGL).

2) Determinar a possivel modulagdo das vias intracelulares das MAPKs
e de PISBK/AKT pelas lectinas que apresentaram agdo neuroprotetora
frente & exposicdo das fatias a neurotoxicidade glutamatérgica.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem Swiss com
idade aproximada de 50 dias, pesando entre 30 e 40 g, fornecidos pelo
Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina. Os animais
foram mantidos em temperatura entre 21 °C +1 com livre acesso a agua
e racdo, em ciclo de claro/escuro 12:12 h (ilumina¢do das 7:00 as
19:00h). Todos os experimentos foram aprovados pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais da UFSC (Protocolo PP0345/CEUA). , sendo
manipulados e eutanaziados de acordo com o codigo de ética de
utilizacdo de animais para pesquisa.

4.2 Drogas e Reagentes

Anticorpos Anti-fosfo-ERK1/2, anti-fosfo-JINK1/2/3 e anti-fosfo-
Akt(Ser473) e substrato quimioluminescente LumiGLO foram
adquiridos a partir da Cell Signalling (Beverly, MA, EUA). Anticorpos
Anti-fosfo-p38™47¥, anti-total-p38™**¥, anti-total-ERK1/2 e anti-total-
JNK1/2 e inibidor de PI3K, LY294002, foram obtidos da Sigma (St.
Louis, MO, EUA). Anticorpo secundario anti-1gG de coelho conjugado
com HRP foi obtido da Millipore (Billerica, MA, EUA). Meio Dulbecco
modificado por Eagle (DMEM) foi adquirido da Gibco®. Tris e B-
mercaptoetanol foram obtidos a partir Amresco (Solon, OH, EUA).
MTT, SDS, e bis-acrilamida, foram a partir da USB (Cleveland, OH,
EUA). Acrilamida, Hyperfilm™, e Hybond nitrocelulose™ foram
adquiridos da GE Healthcare Life Sciences (Piscataway, NJ, EUA).
Todos os outros reagentes eram de grau analitico elevado.

4.3 Isolamento de lectinas

As lectinas de interesse foram isoladas e fracionadas por métodos
classicos conforme descritos previamente (MOREIRA e CAVADA,
1984; CAVADA et al., 2001), que inclui precipitagdo com sulfato de
ambnio e cromatografia por afinidade em Sephadex G-50, pelo
laboratério de biologia molecular da Universidade Federal do Ceara
(UFC). Estas lectinas purificadas foram enviadas para 0 nosso
laboratério a fim de avaliarmos os possiveis efeitos biol6gicos das
mesmas.
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4.4 Preparo de fatias hipocampais e determinacdo de viabilidade
celular frente a toxicidade glutamatérgica in vitro

Os animais foram eutanaziados por decapitacdo, os cérebros
foram imediatamente retirados a 4°C e os hipocampos dissecados e
fatiados na espessura de 400 um, utilizando um fatiador de tecidos de
Mcllwain. Apés a separacdo das fatias seguiu-se uma pré-incubacéo de
30 minutos & temperatura ambiente para recuperacdo metabdlica das
fatias no tampdo HEPES-salina (NaCl 124mM, KCI 3mM, MgSO4
1,2mM, HEPES 25mM, glicose 12mM e CaCl2 1mM, pH 7,4) (LEAL
et al., 1997; CORDOVA et al., 2004). Nos experimentos com posterior
incubagdo de 6 horas, as fatias foram pré-incubadas por 30 min em
tampao Krebs-Ringer bicarbonato (KRB; composto por NaCl 122 mM,
KClI 3 mM, CaCI2 1,3 mM, MgSO4 1,2 mM, KH2PO4 0,4 mM,
NaHCO3 25 mM, glicose 10 mM) gaseificado com carbogénio (95 %
02, 5 % CO2) para atingir o pH 7,4 (MOLZ et al, 2008a).

4.5 Determinacdo de viabilidade celular frente a toxicidade
glutamatérgica in vitro

A viabilidade celular foi avaliada pelo método colorimétrico que
mede a reducdo do MTT (brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil-tetrazolium) adicionado as fatias hipocampais ap6s o periodo de
incubagdo (LIU et al., 1997). Este reagente é convertido, nas células
vivas e viaveis, em cristais azuis insoliveis (formazana) por diversas
desidrogenases (especialmente a enzima mitocondrial succinato
desidrogenase). A formazana foi solubilizada pelo dimetil sulféxido
(DMSO0), formando um composto colorido cuja densidade 6tica (DO)
foi medida em leitor de microplacas (A=540 nm). A quantificacdo da
coloracdo obtida é proporcional a viabilidade celular. Esse experimento
foi realizado em placas de 24 pogos, cada pogo contendo uma fatia de
hipocampo em volume final de 1 mL. Apds 30 minutos de pré-
incubacdo nas placas, as fatias de hipocampo foram incubadas por 6 h
com glutamato (10 mM) na presencga ou auséncia das lectinas em meio
composto por 50% Krebs e 50% DMEM (Dulbecco’s modifiel Eagle’s
médium) em atmosfera de CO, (MOLZ et al., 2008a).

4.6 Western blot

4.6.1 Preparo das amostras para eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE)

Apds os tratamentos, as fatias foram solubilizadas em tampéo de
amostra contendo dodecil sulfato de sédio (SDS) 4%, Tris 50 mM,
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EDTA 100 mM (pH 6,8) por 5 minutos a 100°C. Apds homogeneizagéo
das amostras uma aliquota foi retirada para a dosagem de proteinas. Em
seguida adicionou-se a solucdo de diluicdo de amostra (glicerol 40%,
Tris 25 mM e azul de bromofenol, pH 6,8), numa proporcéo de 25:100
(v/v) e B-mercaptoetanol (concentracdo final v/v 8%). As proteinas
totais das amostras de fatias hipocampais e estriatais foram dosadas pelo
método de Lowry modificado (PETERSON, 1977).

4.6.2 Separacao de proteinas por eletroforese (SDS-PAGE)

As proteinas foram isoladas através de SDS-PAGE uni-
dimensional. O gel de empilhamento continha 4% acrilamida e o gel de
separacdo 10% acrilamida. Para preparo dos geéis foi utilizado um
sistema de eletroforese em mini-gel com espacadores de 1 mm de
espessura. A eletroforese foi realizada com corrente de 15 mA por placa
e voltagem maxima de 140 V durante aproximadamente 2 horas,
utilizando-se os tamp@es superior (glicina 190 mM, Tris 25 mM e SDS
0,1%) e inferior (Tris 50 mM; pH 8,3). Apés a corrida, os géis foram
submetidos & eletrotransferéncia.

4.6.3 Eletrotransferéncia

Apbs a eletroforese o gel foi incubado com tampéo de equilibrio
(Tris 25 mM, glicina 190 mM, metanol 5% e SDS 0,1%) por 30
minutos. As proteinas foram transferidas para a membrana de
nitrocelulose através de um sistema semi-dry utilizando tampdo de
transferéncia (Tris 25 mM, glicina 190 mM, metanol 5%) com uma
corrente de 1,2 mA/cm2 de gel durante 1h30min como descrito por
Bjerrum e Heegaard (1989). Por fim as membranas foram coraradas
com solugdo de Ponceau (Ponceau 0,5% em &cido acético 1%) para
verificar a eficiéncia da eletrotransferéncia.

4.6.4 Imunodeteccéo

As membranas de nitrocelulose foram cortadas nas posigoes
correspondentes as massas moleculares adequadas para o0 uso de
anticorpos especificos contra formas fosforiladas de ERK1/2 (44-42
kDa), JNK1/2 (46-54 kDa), p38™*¥(~38 kDa) e AKT (60kDa).
Primeiramente as membranas foram lavadas com TBS (Tris 10 mM,
NaCl 150 mM; pH 7,5) para retirar a marcacdo com Ponceau, e a seguir
foram bloqueadas por 1 hora com leite desnatado (Molico®) 5% em
TBS, em temperatura ambiente (TA). Entdo as membranas foram
lavadas 3 vezes de 5 minutos com TBS-T (Tween-20 0,05%, Tris 10
mM, NaCl 150 mM; pH 7,5) e incubadas com os anticorpos de interesse
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(Tabela 2) overnight a 4°C em agitacdo constante. Apos 3 lavagens de 5
min com TBS-T incubaram-se as membranas por 1 hora a TA com o
anticorpo secundario anti-lgG de coelho conjugado a peroxidase. Por
fim as membranas foram lavadas 3 vezes com TBS-T e 2 vezes com
TBS, e a seguir incubadas com o reagente LumiGLO (Cell Signaling
Technology, EUA) segundo especificacbes do fabricante. A
quimioluminescéncia das bandas reativas era detectada pela exposico
defolhas do Hyperfilm ECL (Kodak) sobre as membranas. Para a
deteccdo do conteudo total das MAPKs foi realizado “stripping” das
membranas utilizadas anteriormente. O “stripping” foi realizado com
NaOH 0,2N por 5 minutos. Ap6s esse procedimento as membranas
foram lavadas em agua e TBS-T para, a seguir, proceder ao blogueio e
demais passos para a detecgdo das formas totais utilizando os anticorpos
especificos conforme a tabela 2 (CORDOVA, et al., 2004; LEAL et al.,
2007; RIGON et al., 2008). A densitometria das bandas foi determinada
utilizando o programa Scion Image® versdo Beta 3 e os resultados
foram expressos como porcentagem em relagdo ao controle. Observa-se
que a expressao de fosforilagcdo é dada como uma razdo DO da banda
fosforilada/DO da banda total, das respectivas MAPKs e AKT.

Tabela 2: Fabricante, nimero do catalogo e dilui¢do dos anticorpos utilizados
para western blot.

ANTICORPO FABRICANTE (Ne CAT.) DI LUIQAO
Phospho-p44/42 MAPK Cell Signalling Technology 1:2000
(Thr202/ Tyr204) (#4370) '

Anti-Mitogen Activated

protein kinase (ERK1 &  Sigma (M 5670) 1:40000

ERK?2)

Anti-phospho-p38 - .
(pThrlgo/pTyrlgz) Slgma (P 1491) 1:1000
Anti-p38 MAP kinase Sigma (M 0800) 1:10000
Phospho-SAPK/INK Cell Signalling Technology 1:1000
(Thr183/Tyr185) (#9251) :
Anti-c-Jun N-Terminal . .
Kinase (JNK1, INK2) Sigma (J 4500) 1:5000
Phospho-AKT Sigma 1:1000
Anti- AKT Cell Signalling 1:2000
Goat anti-Rabbit 1gG,
Peroxidase Conjugated Millipore (AP 132 P) 1:5000

secondary antibody



41

4.7 Andlise Estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados através do teste estatistico
ANOVA de uma via, seguida do teste de Duncan, quando apropriado. A
analise estatistica foi feita no programa STATISTICA 5.1 e os graficos
preparados no programa GraphPad Prism 4.0. Os resultados foram
considerados significativos quando p < 0,05.
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Abstract: The excitotoxicity induced by excessive activation of the
glutamatergic ~ neurotransmission  is  involved in  several
neuropathologies. In this sense, molecules that prevent the release of
glutamate or excessive activation of its receptors can be useful to
prevent neuronal death in these diseases. Lectins are proteins capable of
reversible binding to carbohydrates in glycoconjugates, and some have
been used in the study and purification of glutamate receptors. In the
present study we aimed to evaluate the potential neuroprotective activity
of ConBr, a mannose/glucose-binding lectin from Canavalia brasiliensis
(ConBr), to prevent glutamate-induced excitotoxicity. Hippocampal
slices were isolated from adult male mice and incubated for 6 h in Krebs
saline/DMEM buffer in the presence of glutamate (10 mM) or glutamate
(10 mM) plus ConBr (10 pg/mL). The phosphorylation of MAPKS
(ERK1/2, p38™*°K and JNK1/2) and AKT were evaluated by western
blotting. The results show that glutamate was able to reduce
hippocampal slice viability (-25%), diminish the Ehosphorylation of
AKT and increase the phosphorylation of p38M*" and ERK1. No
changes were observed in the phosphorylation of JINK1/2/3 and ERK2.
Notably, ConBr, by a mechanism dependent of sugar interaction,
prevented both the reduction of cell viability and the decrease of AKT
phosphorylation induced by glutamate. Furthermore, in the presence of
PI3K inhibitor, LY294002, ConBr was unable to reverse glutamate
neurotoxicity. Taken together our data suggest that the neuroprotective
effect of ConBr against glutamate neurotoxicity needs oligossacharide
interaction and is dependent on PI3K/Akt pathway.

Key words: Glutamate, NMDA, lectin, ConBr, PI3K/AKkt,
neuroprotection.
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1. INTRODUCTION

Glycobiology studies have revealed the importance of sugar
chains present in glycoproteins. They are constituents of biological
membranes and can function as biosignaling molecules performing key
roles in central nervous system (CNS) development, neuroplasticity and
synaptic modulation (Matthies Jr et al., 1999; Dube and Bertozzi, 2005;
Endo, 2005). Therefore, carbohydrates act as intermediaries in cellular
communication systems and may influence a variety of signaling
pathways (Greengard, 2001; Thomas and Huganir, 2004; Wong and
Scott, 2004) in physiological and pathological conditions. The
information contained in the structure of oligosaccharides conjugated to
proteins or lipids on the cell surface are recognized by a specialized
group of proteins, lectins (Sanz-Aparicio et al., 1997).

Lectins are the foremost molecules studied in glycobiology. They
compose a heterogeneous group of proteins that are capable of
reversible binding to carbohydrates and glycoconjugates, regulating
several physiological and pathological events (Dube and Bertozzi, 2005;
Liu and Rabinovich, 2005). Lectins are present in the CNS of animals,
where they have the capacity to regulate important neuronal functions
(Yamane et al., 2010). Synapses are sites rich in carbohydrates
(Rambourg and Leblond, 1967), moreover, it has been shown that
glycoproteins present in this region would be potentially involved in
regulating synaptic activity in the CNS (Gurd, 1989; Wing, 1993).
Nevertheless, except for the galectin-1, a lectin characterized by affinity
to galactose, few lectins have been isolated and characterized in the
CNS concerning their potential functions (Ghazarian et al, 2010).

Lectins obtained from plants have been used as tools in the study
of molecular mechanisms related to animal cell physiology and
pathology (Cavada et al., 2001, Fay and Bowie, 2006). Legume lectins
have the potential capacity to modulate molecular targets that could be
involved in behavioral regulation, in neuroplasticity, or even in response
to certain centrally acting drugs (Cavada et al. 2001; Russi et al., 2012).
The Concanavalin A (ConA), a lectin extracted from the seeds of
Canavalia ensiforms, a Ca”/ Mn*- dependent and ligand of
mannose/glucose, has attracted increasing attention for its remarkable
anti-proliferative and anti-tumor activity for a variety of cancer cells
lines in vitro (Lin and Levitan, 1991; Li et al., 2011). Moreover, ConA
has been used in the study of neuroplasticity (Lin and Levitan, 1991;
Scherer and Udin, 1994), isolation and study of synaptic glycoproteins
(Partin et al., 1993, Fay and Bowie, 2006), neurotransmitter release
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(Boehm and Huck, 1998), and modulation of receptors and transporters
of monoamines (Cedefio et al. 2005). Furthermore, it has been shown
the capacity of ConA to bind and modulate glutamatergic receptors (Yue
et al, 1995; Fay and Bowie, 2006).

Canavalia brasiliensis, ConBr, is a lectin isolated from a
Brazilian bean that has its sequence and crystallographic structure
defined that display 99% homology, regarding amino acid sequence,
with ConA. These lectins also share the specificity for mannose/glucose
binding (Sanz-Aparicio et al. 1997; Cavada et al., 2001). The biological
effects of ConBr in peripheral tissues include stimulation of histamine
release in mast cells (Lopes et al., 2005), stimulation of nitric oxide
production in macrophages (Andrade et al., 1999) and activation of
apoptosis in lymphocytes (Barbosa et al., 2001). Despite these actions
and the structural similarity between ConBr and ConA (Cavada et al.,
2001), the biological effects of ConBr on neural cells and its role in the
CNS are poorly known.

Our group previously demonstrated that ConBr, but not ConA,
presents an antidepressant-like action via activation of monoaminergic
system, assessed in mice by the forced swimming test (Barauna et al.,
2006). Moreover, in recent study we showed that ConBr may act as a
potential inhibitor of N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor
activation, thus counteracting the calcium influx gated by this ionotropic
glutamate receptor. ConBr was able to block both seizures, cell death,
activation of AMPA subtype of glutamate receptors and JNK2/3
induced by the NMDA receptor activation by its synthetic agonist,
quinolinic acid (Russi et al., 2012).

Glutamate is the major excitatory neurotransmitter in the CNS of
mammals; however, excess of glutamate in the synaptic cleft may be
toxic to neural cells, inducing cell death as result of excessive influx of
Ca?*(Choi, 1987; Bonfoco et al, 1995; Meldrum, 2000; Lynch et al.,
2002). Due to its high permeability to Ca®* and incomplete
desensitization, the NMDA receptor is considered the main mediator of
glutamatergic excitotoxicity (Choi, 1992; Rothstein, 1996; Gonda,
2012). The mechanisms of cell death in response to glutamatergic
excitotoxicity are unclear but are likely to involve both, release of
apoptotic factors, activation of MAPKs (Schwarzschild et al. 1997,
Yang et al., 1997; Molz et al., 2008b) and inhibition of PI3K/AKT
(Chuang et al. 2011; Molz et al., 2011; Sun et al., 2012).

MAPKs are  serine-threonine  kinases  involved in
neurodevelopment and neuroplasticity, since they mediate various
cellular responses such as proliferation, differentiation, cell survival and
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death (Thomas and Huganir, 2004; Kim and Choi, 2010). The three
major MAPKSs identified are: extracellular signal-regulated kinases
(ERK1/2), c-Jun N-terminal kinases (JNK1/2/3) and p38™*"K (Chang
and Karin, 2001; Chen et al. 2001; Thomas and Huganir, 2004; Waetzig
and Herdegen, 2004). In the CNS ERK1/2 are involved in memory and
hippocampal synaptic plasticity (Sweatt, 2004; Thomas and Huganir,
2004). However, in many cases over activation of ERK1/2 may be
associated with induction of cell death (Chu et al., 2004). JNKs and
p38MAPK are well known as stress-activated protein kinases (SAPKS)
modulated by cytokines and cytotoxic insults and they are often related
to stress response, neuroinflamation and cell death (Mielke and
Herdegen, 2000; Cowan and Storey, 2003).

Phosphatidyl-inositol 3-kinase (PI3K)/AKT (or PKB) pathway
can be modulated by growth factors and its activation plays central role
controlling the growth, proliferation, metabolism, cell survival and
neuroplasticity (Hanada et al, 2004; Brazil et al, 2004, VVan Der Heide et
al., 2006).

Noteworthy, inhibition of p38™*" (Molz et al., 2008b),
knockdown of JNK3 (YYang et al., 1997; Bogoyevitch et al., 2010) and
activation of PIBK/AKT (Piermartiri et al., 2009; Chuang et al., 2011,
Molz et al., 2011; Lee et al, 2012; Sun et al, 2012) display
neuroprotective effect against glutamate excitotoxicity. Moreover, the
selective NMDA receptor antagonist dizocilpine maleato (MK-801)
promoted cell survival and increased the phosphorylation of Akt.

Taken all these aspects together, the present study was designed
to investigate the neuroprotective capacity of ConBr in an in vitro model
of glutamatergic excitotoxicity. Moreover, we aimed to establish the
putative involvement of MAPKs and PI3K/Akt pathways in the
neuroprotective mechanism displayed by ConBr. Our results reinforce
previous data regarding the neuroprotective potential of ConBr by a
mechanism dependent of carbohydrate-binding domain (CRD)
interaction. Moreover, they show for the first time a ConBr-dependent
activation of PI3K/Akt pathway counteracting glutamate excitotoxicity.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1 Chemicals
Anti-phospho-ERK1/2, anti-phospho-JNK1/2 and Anti-phospho-

AKT antibodies and LumiGLO chemiluminescent substrate were
purchased from Cell Signaling (Beverly, MA, USA). Anti-phospho-
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p38MAPK " anti-total-p38™A7K, anti-total-ERK1/2 and anti-total-JNK1/2
antibodies and inhibitor of PI3K, LY294002, were obtained from Sigma
(St. Louis, MO, USA). Goat anti-Rabbit 1gG HRP (horseradish
peroxidase) conjugate secondary antibody was from Millipore (Billerica,
MA, USA). Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) was from
Gibco®. Tris and PB-mercaptoethanol were obtained from Amresco
(Solon, OH, USA). MTT, SDS, and bis-acrylamide, were from USB
(Cleveland, OH, USA).. Acrylamide, Hyperfilm™, and Hybond™
nitrocellulose were purchased from GE Healthcare Life Sciences
(Piscataway, NJ, USA). All other reagents were of high analytical grade.

2.2 Animals

Male adult Swiss mice (approximately 50 days), weighting
between 30 and 40g were provided by Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC, Brazil) breeding colony. Mice were housed in plastic
cages with food and water available ad libitum and maintained in an air-
conditioned room (23 +1 °C) on a 12 h light/dark cycle. The animals
were treated, manipulated and euthanized according to the ‘‘Principles
of Laboratory Animal Care’’ (NIH publication no. 80-23, revised 1996)
and approved by the Committee on the Ethics of Animal Experiments of
the Federal University of Santa Catarina (CEUA/UFSC;
www.ceua.ufsc.br; Permit Number PP00345). All efforts were made to
minimize the number of animals used and animal suffering.

2.3 Lectin purification

The C. brasiliensis lectin was purified by classical methods
including precipitation with ammonium sulfate and affinity
chromatography on a Sephadex-G-50 column. The homogeneity of all
lectin preparations were monitored by SDS-PAGE as described
previously (Moreira and Cavada, 1984; Cavada et al., 2001).

2.4 Preparation of hippocampal slices

Preparation and treatment of hippocampal slices were performed
as previously described (Cordova et al., 2004; Molz et al., 2008a).
Briefly, animals were euthanized by decapitation, their encephala were
extracted and the hippocampi were immediately dissected (4°C) in
Krebs—Ringer bicarbonate buffer (KRB) (122 mM NaCl, 3 mM KClI, 1.2
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mM MgSO4, 1.3 mM CaCl2, 0.4 mM KH2PO4, 25 mM NaHCO3 and
10 mM D-glucose). The buffer was bubbled with 95% O, - 5% CO, up
to pH 7.4. Slices of 400 um thickness were prepared using a Mcllwain
Tissue Chopper. The slices were individually preincubated with Krebs—
Ringer bicarbonate buffer (KRB) (300 pl/slice) for 30 min at room
temperature (RT). For the treatments, the medium was replaced by a
nutritive incubation medium composed of 50% KRB, 50% Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM), 20 mM of HEPES and 100 pg/ml
of gentamicin, at 37°C in a 95% O,/ 5% CO, atmosphere. The
treatments were divided into 4 groups: control (KRB/DMEM),
glutamate, ConBr and glutamate co-administred with ConBr. In another
set of experiments, PI3K inhibitor LY 294002 (10 uM) was added during
the 30 minutes of pre-incubation and during the 6 h of treatment.

2.5 Cell viability

The viability of slices was analyzed by the colorimetric MTT [3’-
(4,5-dimethylthiazol-2yl) 2,5-diphenyltetrazolium bromide] reduction
assay (Liu et al., 1997). When the treatments were finished, medium
was removed and slices (in triplicates) were incubated with 0.5 mg/ml
MTT (200ul) in HEPES-saline buffer in KRB. The slices were
incubated for 20 minutes at 37°C. Mitochondrial dehydrogenases from
viable cells reduce MTT to formazan crystals, which were dissolved in
dimethylsulfoxide (DMSO). The absorbance was measured
spectrophotometrically using a microplate reader (A=540 nm). Results
are expressed as a percentage of the control (non treated slices).

2.6 Western blotting analysis

After treatments, the hippocampal slices were solubilized in
sample buffer (200 mM Tris, 40 mM EDTA, 4% SDS, pH 6,8) and
immediately boiled for 5 min. After homogenization an aliquot was
removed to determine protein concentration with the method described
by Peterson (1977), and the concentration was calculated by a pattern
curve with bovine serum albumin. Thereafter, sample dilution solution
(2:4 vol/vol; 40% glycerol, 50 mM Tris and minimal bromophenol blue)
and B-mercaptoethanol (for a final concentration of 8%) were added to
each sample. The samples (60 pg of total protein/track) were
eletrophoresed on 10% SDS-PAGE minigels The proteins were then
transferred to a nitrocellulose membrane using a semidry blotting
apparatus (TE 70 SemiPhor™ Unit, GE Healthcare Life Sciences,
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Piscataway, NJ, USA) (1.2 mA/cm?; 1h30min) as described by Bjerrum
and Heegaard (1989). The membranes were blocked with 5% skim milk
in TBS (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7.5) for 1 hour. Then
membranes were incubated overnight (4°C) with primary antibodies to
detect the total and phosphorylated forms of ERK1/2, p38M4°X,
JNK1/2/3 and AKT in the dilutions recommended by the manufacturer.
Subsequently, membranes were incubated for 1h at room temperature
with anti-rabbit peroxidase-linked secondary antibody (1:4,000). All
steps were followed by three times washing with TBS-T (Tris 10 mM,
NaCl 150 mM, Tween-20 0.1%, pH 7.5). The blots were developed by
chemiluminescent reaction. The bands were quantified using the Scion
Image™ software (Frederick, MD, USA). The phosphorylation level of
each protein is determined by the ratio of OD of the phosphorylated
band/OD of the total band. The data are expressed as a percentage of the
control (considered 100%), and the values are presented as mean £ SEM
(Cordova et al., 2012).

2.7 Statistical Analysis

Statistical significance was assessed by one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Duncan’s post-hoc test when
appropriate. A value of p <0.05 was considered to be significant.

3. RESULTS

The result depicted in Figure 1A, shows glutamate neurotoxicity
in vitro against hippocampal slices evaluated by MTT reduction assay.
Notably, glutamate exposure for 6 h caused a statistically significant
decrease of cell viability at concentrations of 1 mM (22.27% + 3.57,
**p< 0.01), 10 mM (26% = 2.0; **p< 0.01). From this result, we chose
the concentration of 10 mM glutamate to test the neuroprotective
activity of ConBr lectin against glutamatergic neurotoxicity.

In order to establish the neuroprotective dose of ConBr the slices
were incubated for 6 h in the presence of 10 mM glutamate alone and in
the presence of increasing doses of ConBr (0.1-100 pg/mL). This
experiment demonstrated that glutamate (10 mM) decreased the slices
viability (30£ %) and ConBr at concentration 10 pg/mL attenuated the
cytotoxicity produced by glutamate (Figure 1B; 14.28 +1.6 %:; “p< 0.05
vs glutamate). ConBr (0.1-100 pg/mL) administered alone did not
changed cell viability (data not shown).
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In order to investigate if the neuroprotective effect of ConBr was
dependent on the carbohydrate-binding domain (CRD), ConBr was
incubated with mannose (100 mM) to block its CRD. Figure 1C shows
that ConBr previously blocked by mannose (ConBr blocked) lost its
protective effect against glutamate excitotoxicity (33.28% + 2.51). This
result indicates that the neuroprotective effect of ConBr depends on
lectin interaction with glycan chains via its CRD.

To assess the signaling pathways altered by glutamate exposure
and determine the possible mechanism which lead to ConBr’s protective
effect against glutamate excitotoxicity, the modulation of MAPKs (ERK
1/2, p38™A"K and JNK1/2/3) and PI3K/Akt were evaluated 6 h after
treatment of hippocampal slices with glutamate (10 mM), ConBr (10
pg/mL) or Glutamate (10 mM) co-administered with ConBr (10 pg/mL).
The results showed that glutamate did not alter the phosphorylation of
JNK1/2/3 (Figure 2A and B) and ERK2 (Figure 3). However, glutamate
significantly increased phosphorylation of ERK1 (26.73% + 5.11;
*p<0.05) (Figure 3A and B) and p38™*"* (37.58% + 8.41; *p<0.05;
Figure 4A and B). Nevertheless, co-treatment with ConBr (10 pg/mL)
did not prevent the increased phosphorylation of MAPKSs induced by
glutamate (Figures 2, 3 and 4). Moreover, the total contents of all
kinases were not modified by treatment with ConBr and/or glutamate.

Furthermore, we evaluated the modulation of PI3K/Akt by
glutamate and/or ConBr. The results showed that glutamate (10 mM)
decreased hippocampal slices phosphorylation of Akt by 24.21% + 4.94
and the treatment with ConBr (10 ug/mL) significantly prevented the
glutamate-induced decreasing of Akt phosphorylation (“p<0.05; Figure
5A and B). Noteworthy, the total content of Akt was not modified by
any treatment.

Based on this finding, it was evaluated the possible involvement
of PI3K/Akt pathway in the neuroprotective effect of ConBr. Therefore,
hippocampal slices were incubated with the PI3K inhibitor LY294002
(10 pM), and cell viability were evaluated after glutamate, ConBr or
Glutamate/ConBr treatment. Notably, in the presence of PI3K inhibitor
(LY294002) the neuroprotective effect of ConBr was abolished (figure
5C). LY294002 (10 uM), per se, did not change the cell viability (data
not shown).

4. DISCUSSION

The neuroprotective properties of ConBr against glutamatergic
neurotoxicity in vitro are the main finding of the present study. ConBr, a
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mannose/glucose specific lectin was able to prevent the decreased cell
viability induced by glutamate in hippocampal slices and this
neuroprotective mechanism involves the PI3K/Akt pathway. Previous
results from our group showed beneficial actions of ConBr in the CNS
function, including: i) antidepressant-like effect in the forced swimming
test (FST) at doses that do not alter locomotor activity by a mechanism
dependent upon its interaction with the serotoninergic, noradrenergic
and dopaminergic systems (Barauna et al, 2006); ii) neuroprotection
against seizures and hippocampal cell death caused by quinolinic acid
(QA) injected intracerebroventricularly (Russi et al., 2012).

Endogenous brain lectins have been recognized as important
potential cell modulators (Dube and Bertozzi, 2005; Endo, 2005; Liu
and Rabinovich, 2005; Qu et al., 2011). However, their specific
functional roles in the CNS, as synaptic activity and neuroplasticity, are
not yet clear (Marschal et al., 1989; Dube and Bertozzi, 2005; Endo,
2005; Qu et al., 2011; Russi et al., 2012). Therefore, the present study
applying a plant lectin is particularly important, since it gives new
evidence concerning the importance and the potential effect of glycan
chains associated to surface proteins, as signaling molecules involved in
the neuroprotection mechanism, via interaction with lectins.
Nevertheless, our findings indicate that the ConBr interaction with
glycans at cell surface is a fundamental step in order to anchor the lectin
on its target. This conclusion is supported by the fact that the blockage
of the carbohydrate-binding domain (CRD) with mannose counteracted
the neuroprotective effect of ConBr against glutamate excitotoxicity.

As mentioned earlier, excessive glutamate in the synaptic cleft
causes neuronal dysfunction and degeneration, and it has been
implicated in many pathological processes such as ischemia, traumatic
brain injury, seizures and chronic neurodegenerative diseases (Lau and
Tymianski, 2010). The NMDA receptor, the main actor in glutamate
excitotoxicity, is a glycoprotein that could be a potential target for the
mannose/glucose-specific lectin ConBr, since it has been shown ConBr
exerts a modulatory action over NMDA receptors by inhibiting its
activity in response to its agonist QA (Russi et al., 2012). Here we
confirm that glutamate (10 mM) is neurotoxic to hippocampal slices;
however, ConBr (10 pg/mL) reverses the glutamate-induced decline on
cell viability demonstrating a clear neuroprotective effect of the lectin
against glutamatergic neurotoxicity, thus reinforcing the inhibitory
action of ConBr on NMDA receptor response. Contributing to the idea
of this putative interaction of ConBr at NMDA receptor, previous
evidence showed glutamate-induced cell damage in hippocampal slices
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is blocked by MK-801, a non-competitive NMDA receptor antagonist
(Moz et al., 2008b).

To investigate the alterations of cell signaling pathways by
glutamate and their possible involvement in the neuroprotective effect
attained by ConBr, the modulation of MAPKs and PI3K/Akt was
evaluated.

We previously demonstrated glutamate can cause impairment of
cell viability and may induce apoptosis in hippocampal slices by a
mechanism dependent of ionotropic receptors and p38MA¥ activation
(Molz et al, 2008b). Our results showed that glutamatergic
excitotoxicity provoked elevation in p38™*"* phosphorylation and
decreased cell viability. ConBr did not reverse p38™*"* activation,
thereby assuming that the route of neuroprotection exerted by ConBr
does not occur via this MAPK. Moreover, glutamatergic excitotoxicity
provoked elevation of ERK1 phosphorylation, and ConBr did not
reverse this effect. Although ERK signaling pathway is mostly
implicated in cell survival, many studies have shown that the ERK
signaling pathway can also play a detrimental role during oxidative
neuronal injury, such as cerebral ischemia, brain trauma, and
neurodegenerative diseases (Chu et al., 2004).

In contrast, glutamate did not alter the phosphorylation of ERK2
and JNK1/2/3. JNKs, a subfamily of MAP kinases, are central mediators
of apoptosis and neurodegeneration, but also of plasticity and
regeneration (Zhao and Herdegen, 2009). In spite JINK3 knock down is
associated with neuroprotection against glutamate excitotoxicity (Yang
et al., 1997; Bogoyevitch et al., 2010), this pathway was not modified in
hippocampal slices under the conditions tested.

Akt is involved in proliferation, differentiation and protection
from apoptosis (Brazil and Hemmings, 2001; Kim et al., 2004),
promoting cell survival in response to growth factors. Activation of
PI3K by growth factors initiates a cascade of events that culminates with
Akt activation, via phosphorylation of Thr308 and Ser473 sites
(Choudhari et al., 2007; Jing et al., 2012). Recently, Molz et al., 2011
showed that guanosine protects hippocampal slices by a mechanism that
involves the PI3K/Akt/GSK3p (Ser9) pathway, preventing glutamate-
induced neurotoxicity. Moreover, it has been shown that glutamate
excitotoxicity may decrease PI3K/Akt activation and neuroprotective
compounds may reverse this effect (Chuang et al., 2011; Dal-Cim, et al.,
2011; Lee et al, 2012; Sun et al., 2012). Therefore, our results agree with
these previous studies showing that glutamate induces decrease of Akt
phosphorylation and ConBr reversed this effect. Moreover, using the
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PI3K inhibitor LY294002, the neuroprotective effect of ConBr was
abrogated, confirming that ConBr acts via a PI3K/Akt dependent
pathway in order to reverse glutamatergic neurotoxicity.

In conclusion our findings reinforce ConBr, a mannose/glucose
lectin, as a protein with neuroprotective effects against glutamate
excitotoxicity. The mechanism involved in the lectin action has not been
fully elucidated, but it likely involves the PI3K/Akt pathway. Since
NMDA receptor subunits (NR1 and NR2) are glycosylated in the N-
terminal extracellular domain (Everts et al.,1997; Clark et al., 1998), it
will be valuable in future studies to address the capability of ConBr to
block NMDA receptors as result of its interaction with the
oligosaccharides chains.
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Figure Legend

Figure 1. Neurotoxicity of glutamate on mice hippocampal slices
and the neuroprotective effect of ConBr. (A) Shows the neurotoxicity
of glutamate against hippocampal slices. Briefly, slices were incubated
for 6 h in Krebs saline/DMEM buffer alone (control) or in the presence
of glutamate 1 or 10 mM. (B) Shows the neuroprotective effect of
ConBr. For this evaluation hippocampal slices were incubated for 6 h in
Krebs saline/DMEM buffer alone (control) or in the presence of
glutamate 10 mM, or glutamate 10 mM plus ConBr 10 pg/mL. (C)
Evaluates the role of the CRD in the neuroprotective activity of ConBr
against the glutamate neurotoxicity. In brief, ConBr was incubated with
mannose (100mM) in order to block its CRD. Thereafter, hippocampal
slices were incubated for 6 h in Krebs saline/DMEM buffer alone
(control) or in the presence of glutamate 10 mM, or glutamate 10 mM
plus ConBr 10 pg/mL (not blocked) or ConBr blocked with mannose. In
all experiments the cell viability was assessed by MTT assay. The data
are expressed as a percentage (control is considered 100%), and the
values are presented as mean + SEM of 6 independent experiments
performed in triplicate. ***P<0.001 vs. control; **P<0.01 vs. control;
#P<0.05 vs. glutamate 10 mM.

Figure 2. The treatments did not change the JNK1/2/3
phosphorylation. (A) Shows representative western blot of
phosphorylated JNK1 and JNK2/3 and their total content. (B) Shows
guantitative analyses of the level of INK1 and JNK2/3 phosphorylation.
Hippocampal slices were incubated for 6 h in Krebs saline/DMEM
buffer alone (control) or in presence of ConBr 10 pg/mL, or glutamate
10 mM, or glutamate 10 mM plus ConBr 10 pg/mL. Protein analysis
was performed by western blotting. The data are expressed as
percentage. The values are mean £ S.E.M. of 5 independent experiments
performed in duplicate.

Figure 3. Glutamate stimulates ERK1 phosphorylation but ConBr
did not reverse this effect. (A) Shows representative western blot of
phosphorylated ERK1 and ERK2 and and their total content; (B) Shows
guantitative analyses of ERK1 and ERK2 phosphorylation.
Hippocampal slices were incubated for 6h in Krebs saline/DMEM
buffer alone (control) or in presence of ConBr 10 pg/mL, or glutamate
10 mM, or glutamate 10mM plus ConBr 10 ug/mL. Protein analysis was
performed by western blotting. The data are expressed as percentage.
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The values are mean + S.E.M. of 5 independent experiments. *P<0.05
vs. control group.

Figure 4. Glutamate stimulates p38™*"* phosphorylation but ConBr
did not reverse this effect. (A) Shows representative western blot of
phosphorylated p38™*" and and their total content; (B) Shows a
quantitative analyses of p38™*"* phosphorylation. Hippocampal slices
were incubated for 6 h in Krebs saline/DMEM buffer alone (control) or
in presence of ConBr 10 pg/mL, or glutamate 10 mM, or glutamate
10mM plus ConBr 10 pg/mL. Protein analysis was performed by
western blotting. The data are expressed as percentage. The values are
mean + S.E.M. of 5 independent experiments. *P<0.05 vs. control

group.

Figure 5. PI3K/Akt pathway is involved in the neuroprotective
effect of ConBr. (A) Shows a representative western blot of
phosphorylated Akt and its total content and (B) shows quantitative
analyses of the level of Akt phosphorylation. Briefly, hippocampal
slices were incubated for 6 h in Krebs saline/DMEM buffer alone
(control) or in the presence of ConBr 10 pug/mL, or glutamate 10 mM, or
glutamate 10 mM plus ConBr 10 pg/mL. Protein analysis was
performed by western blotting. The data are expressed as percentage.
The values are mean = S.E.M. of 5 independent experiments performed
in duplicate. *P<0.05 vs. control and # P<0.05 vs. Glutamate. (C)
Shows the effect of the PI3K inhibitor, LY294002 (10 uM), on the
neuroprotective effect of ConBr against the neurotoxicity of glutamate
on hippocampal slices. For this assay, hippocampal slices were
incubated for 6 h in Krebs saline/DMEM buffer alone (control) or in the
presence of glutamate 10 mM, or glutamate 10 mM plus ConBr 10
pg/mL or glutamate 10 mM plus ConBr 10 ug/mL with LY294002 (10
UM). The cell viability was assessed by MMT assay. The data are
expressed as percentage. The values are mean = S.E.M. of 6
independent experiments performed in triplicate. ***P<0.001 vs.
control; #P<0.05 s, glutamate 10 mM and s
glutamate/ConBr/LY294002.

Conflict of Interest statement: None of the authors has a known or
perceived conflict of interest with the contents of this manuscript.
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5.2 CAPITULO 2- Estudo da acdo neuroprotetora das lectinas
VGL, BBL, CGL e FTL frente a neurotoxicidade glutamatérgica

521 Avaliagdo da viabilidade celular frente a toxicidade
glutamatérgica em fatias de hipocampo de camundongos

Baseado na acdo neuroprotetora in vitro de ConBr frente a
neurotoxicidade glutamatérgica utilizando o teste de viabilidade MTT,
0 presente estudo teve como objetivo avaliar a possivel atividade
neuroprotetora de outras lectinas de plantas com afinidade por
manose/glicose ou galactose. Nesse sentido, foram selecionadas lectinas
extraidas de Canavalia gladiata (CGL) com afinidade por
glicose/manose; e lectinas de Artrocarpus incisa (Frutalina- FTL),
Vatairea guianensis (VGL) e Bauhinia bauhinioides (BBL) com
afinidade por galactose. A atividade neuroprotetora foi avaliada em
modelo de fatias hipocampais de camundongos tratadas in vitro com
glutamato (10 mM) durante 6 horas.

Os resultados demonstram que o glutamato (10 mM)
administrado isoladamente (Figuras 5 e 6) diminui a viabilidade cerca de
25 *+ 3%. Entretanto, a co-incubagéo de glutamato com as lectinas com
afinidade por galactose, VGL, BBL ou FTL (10 pg/mL) revelou que as
essas lectinas foram capazes de reverter, de forma significativa, a
citotoxicidade produzida pelo glutamato in vitro (Figura 5). Por outro
lado, a lectina manose/glicose especicifica, CGL (10 pg/mL), ndo
reverteu a diminuicdo da viabilidade celular provocada pelo glutamato
(figura 6).
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Figura 5: Avaliacdo do efeito neuroprotetor de VGL, BBL e FTL
(afinidade por galactose) frente a neurotoxicidade do glutamato sobre
fatias hipocampais de camundongos. Fatias hipocampais foram incubadas
durante 6 h em meio Krebss/DMEM contendo veiculo (salina), BBL, VGL ou
FTL 10 pg/mL, glutamato 10 mM ou BBL, VGL ou FTL 10ug/mL co-
administradas com glutamato 10mM. Os dados sdo expressos com porcentagem
do controle (considerado 100%). Valores em média + S.E.M. de 8 experimentos
independentes.
controle; “P<0,05, **P<0,001 comparado com o glutamato.

* P <0,05, ** P <0,01, *** P <0,001lcomparado com 0
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Figura 6: Avaliagdo do efeito neuroprotetor de CGL (afinidade por
manose/glicose) frente & neurotoxicidade do glutamato em modelo in vitro
de fatias hipocampais de camundongos. Fatias hipocampais foram incubadas
durante 6h em meio Krebs/DMEM contendo veiculo (salina), CGL 10 pg/mL,
glutamato 10 mM ou CGL co-administrado com glutamato 10 mM. Os dados
s80 expressos com porcentagem do controle (considerado como 100%). Valores
em média + S.E.M. de 8 experimentos independentes. ***P<0,001 comparado
com o controle.

5.2.2 Avaliacdo da viabilidade celular e curvas dose-resposta da
lectina CGL (afinidade manose/glicose) frente a neurotoxicidade
glutamatérgica em fatias de hipocampo de camundongos

A lectina CGL ndo ocasionou efeito neuroprotetor frente a
neurotoxicidade do glutamato na concentragdo de 10 pg/mL,
concentracdo esta padronizada para 0S experimentos iniciais de
prospeccdo para acdo neuroprotetora das lectinas. Esses resultados
diferem dos obtidos com ConBr, que como CGL também tem afinidade
por manose/glicose, mas se mostrou efetiva na acdo neuroprotetora
contra a neurotoxicidade glutamatérgica. Dessa forma, foi realizada uma
curva de concentragdo com a lectina CGL para confirmar a falta de acdo
neuroprotetora dessa lectina.

A lectina CGL (1, 10, 100 pg/mL) isoladamente ndo modificou a
viabilidade celular em relagdo ao controle (Figura 7). Além disso, a
incubacdo das fatias com glutamato em presenca de CGL (1, 10 e 100
ug/mL) demonstrou que a lectina ndo foi capaz de reverter a queda de
viabilidade celular induzida pelo glutamato (10 mM) em nenhuma das
concentracOes testadas (Figura 8).
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Figura 7: Avaliacio da neurotoxicidade de CGL em fatias de hipocampo de
camundongo. Fatias hipocampais de camundongos foram incubadas por 6h em
tampéo salina/Krebs/DMEM isoladamente (controle), em presenca de glutamato
10 mM ou em presencga de CGL 1, 10 e 100 pg/mL. Valores em média + S.E.M.
de 6 experimentos independentes. ***P<0,001 comparado com o controle.

1204 3 Controle

Wl Glutamato 10 mM

100+ 3 CGL 1 ug/mL + Glutamato 10 mM
B CGL 10 pg/mL + Glutamato 10 mM
el o d . KK B CGL 100 pg/ml + Glutamato 10 mM

Redugao do MTT (%)
g

FIGURA 8: Avaliacdo do efeito neuroprotetor de CGL contra a
neurotoxicidade glutamatérgica em fatias de hipocampo de camundongos.
Fatias hipocampais de camundongos foram incubadas por 6h em tampdo
salina/Krebs/DMEM isoladamente (controle) ou em presenca de glutamato 10
mM, ou glutamato 10 mM co-administrado com CGL 1, 10 e 100 ug/mL. Os
valores sdo expressos como média + S.E.M de 6 experimentos independentes.
**p<0,01, ***P<0,001 comparado com o controle.
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5.2.3 Modulacdo das MAPKs em fatias hipocampais expostas ao
glutamato

A excitotoxicidade, processo no qual a célula nervosa é exposta a
concentragOes elevadas de glutamato na fenda sinptica, ocasiona um
influxo excessivo de Ca** (LYNCH et al., 2002), que pode ocasionar
morte celular apoptoética ou necrética (BONFOCO et al., 1995). Os
mecanismos de morte celular por apoptose envolvem em parte a
ativacio de vias de estresse como p38M** e INK e a liberacdo de
fatores apoptoticos (SCHWARZSCHILD et al.,, 1997; YANG et al.,
1997).

O presente estudo pretendeu identificar lectinas com potencial
neuroprotetor que podem interferir positivamente na diminuicdo dos
danos observados em processos neurotdxicos em resposta a
superestimulacdo do sistema glutamatérgico. Desta forma, avaliamos a
ativagéo por fosforilagdo de ERK1/2, p38™** e INK1/2/3 em fatias de
hipocampo de camundongos machos Swiss adultos. As fatias foram
expostas por 6 h em meio controle ou meio contendo glutamato (10
mM), lectinas (VGL ou CGL; 10 pg/mL), ou glutamato (10 mM)
juntamente com VGL ou CGL (10 pg/mL). As proteinas foram
posteriormente analisadas através de western blot.

Os resultados mostraram que ndo houve alteragdo na fosforilacdo
de JNK1/2 (Figura 9 A-C) nem de ERK2 (Figura 10C) nas condi¢Ges
testadas. Entretanto, glutamato (10 mM) aumentou significativamente a
fosforilacdo de ERK1 (40% =+ 5,11; *p<0,05) (Figura 10A e B) e o co-
tratamento com VGL (10 pg/mL) preveniu o aumento da fosforilagdo de
ERKZX. Por outro lado, CGL néo foi efetiva em reverter o aumento de
fosforilacdo de ERK1 induzido pelo glutamato. Os resultados mostraram
que a fosforilagdo de ERK1 nas fatias tratadas com CGL isoladamente
ou juntamante com glutamato (Figura 10A e B), ndo diferiu
significativamente do grupo controle e do grupo glutamato,
respectivamente.
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Figura 9: O tratamento com glutamato e/ou VGL e CGL néo altera a
fosforilagdo de JNK1/2. (A) Mostra um Western Blot representativo da
fosforilagdo de JNK1 and JNK2 e seu conteGdo total; (B) e (C) mostram,
respectivamente, a analise quantitativa dos niveis de fosforilacdo de JINK1 and
JNK2. Fatias hipocampais de camundongos foram incubadas por 6h em tampéo
salina/Krebs/DMEM isoladamente (controle), ou contendo glutamato (10 mM),
ou glutamato juntamente com VGL ou CGL (10 ug/mL). A analise de proteinas
foi realizada por Western Blot. Os valores sdo expressos como percentual do
controle (considerado 100%). Os valores sdo média + S.E.M. de 6 experimentos
independentes.
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Figura 10: Glutamato estimula a fosforilacdo de ERK-1 e VGL reverte esse
efeito. (A) Western blot representativo das formas fosforiladas e totais de
ERK1/2; (B) e (C) mostram, respectivamente, a analise quantitativa dos niveis
de fosforilacdo de ERK1 and ERK2. Fatias hipocampais foram incubadas por 6
h em tampéo salina/Krebs/DMEM (controle), ou nesse meio em presenca de
glutamato (10 mM), ou de glutamato juntamente com VGL ou CGL (10
pg/mL). Os valores sdo expressos como percentual do controle (considerado
100%) e representam média + S.E.M. de 6 experimentos independentes.
*P<0,01 comparado ao controle; #P<0,05 em relagdo ao glutamato 10 mM.
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Glutamato também aumentou a fosforilagdo de p38™*"¥ (38,70%
+ 9,20; *p<0.05; Figura 11). Entretanto, VGL preveniu esse efeito. Por
outro lado, a lectina CGL ndo foi capaz de reverter o aumento na
fosforilacdo de p38™A"¥ induzida pelo glutamato (Figura 11). O
conteldo de todas as MAPKSs analisadas ndo foi modificado pelos
tratamentos (Figuras 9, 10 e 11).
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Figura 11: Glutamato estimula a fosforilacdo de p38M*°¥ e esse efeito é
revertido por VGL, mas ndo por CGL. (A) Mostra um Western Blot
representativo da fosforilacdo de p38™*"¥ e seu contetido total; (B) mostra a
analise quantitativa do nivel de fosforilagdo de p38™**¥. Fatias hipocampais de
camundongos foram incubadas por 6h em tampdo salina/Krebs/DMEM
(controle) ou em presenca de glutamato 10 mM, ou glutamato 10 mM
juntamente com VGL ou CGL 10 pg/mL. A analise de proteinas foi avaliada
por Western Blot. Os valores sdo expressos como percentual do controle
(considerado 1009%). Os valores sdo média + S.E.M. de 6 experimentos
independentes. *P<0,05 comparado com o controle, #P<0,05 em relagdo ao
glutamato 10 mM.
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5.2.4 Modulacdo de PI3K/AKT em fatias hipocampais expostas ao
glutamato

No presente estudo, também foi avaliado a ativacdo por
fosforilacdo de AKT (Ser473) nas fatias de hipocampo. As fatias foram
expostas durante 6h em situacdo meio controle, ou meio contendo
glutamato (10 mM), ou contendo as lectinas VGL ou CGL (10 pg/mL)
isoladamente, ou ainda meio contendo glutamato juntamente com as
lectinas VGL ou CGL. As amostras foram analisadas através de western
blot. Os resultados demonstraram que glutamato (10 mM) induz uma
diminuicdo da fosforilagdo de AKT em relagdo ao controle (24,21% +
4,94). Notavelmente, VGL reverteu significativamente esse efeito
(Figura 12B). Nas fatias co-tratadas com a lectina CGL e glutamato o
nivel de fosforilagdo de AKT ndo diferiu significativamente tanto em
relacdo ao controle quanto em relagdo ao tratamento com glutamato.
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Figura 12: Glutamato induz diminuicao da fosforilacdo de AKT e a lectina
VGL reverte este efeito. (A) Western Blot representativo da fosforilagdo de
AKT e seu contelido total; (B) mostra a analise quantitativa do nivel de
fosforilagdo de AKT. Fatias hipocampais de camundongos foram incubadas por
6h em tampdo salina/KrebssDMEM (controle), ou esse meio contendo
glutamato 10 mM, ou contendo somente as lectinas (VGL ou CGL), ou ainda
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contendo glutamato 10 mM juntamente com VGL ou CGL (10 pg/mL). As
proteinas foram avaliadas por Western Blot. Os valores sdo expressos como
percentual do controle (considerado 100%) e representam a média + S.E.M. de
6 experimentos independentes. *P<0,05 comparado com o controle; “P<0,05
comparado com o glutamato.
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6. DISCUSSAO

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio no SNC,
entretanto em excesso ele causa excitotoxicidade, fenémeno associado
ao influxo excessivo de Ca?*, induzindo um processo de morte neuronal
(BERLIOCCHI et al, 2005). Baseado nesse paradigma foi avaliada a
atividade neuroprotetora de lectinas extraidas de plantas, como a ConBr,
VGL, CGL, FTL e BBL frente & neurotoxicidade glutamatérgica in vitro
sobre fatias hipocampais expostas a concentracdes elevadas de
glutamato.

Sem duvida, a propriedade neuroprotetora de ConBr contra a
neurotoxicidade glutamatérgica in vitro é o principal achado do presente
trabalho. ConBr, uma lectina glicose/manose especifica, foi capaz de
reverter a diminuicdo da viabilidade celular induzida pelo glutamato em
modelo de fatias de hipocampo e este mecanismo de neuroprotecdo
parece envolver a via de sinalizacdo PI3K/AKT.

O glutamato em altas concentrages causa disfuncdo na fenda
sindptica neuronal, e tem sido implicado em Vvarios processos
patoldgicos tais como a isquemia, lesdo cerebral traumatica, convulstes
e doengas neurodegenerativas cronicas (LAU et al., 2010). Os receptores
NMDA (NMDAR) sdo amplamente expressos pelos neurbnios no
sistema nervoso central e devido a sua elevada permeabilidade ao calcio
e incompleta dessensibilizacdo, o receptor NMDA é considerado o
principal mediador da excitotoxicidade glutamatérgica (CHOI, 1992;
ROTHSTEIN, 1996; GONDA, 2012). O NMDAR é uma glicoproteina
que possui diversos sitios de glicosilacdo na face extracelular contendo
oligossacarideos como a manose (MACHAIDZE e MIKELADZE,
2001; STANDLEY e BAUDRYB, 2000).

Além disso, a interacdo de lectinas como ConA com receptores
glutamatérgicos tem sido bem documentada (CLARK et al, 1998;
MAYER et al., 1989). Nesse sentido foi demonstrado que ConA foi
capaz de potencializar a atividade de receptores NMDA, sugerindo que
alguns dos sitios desse receptor, preferencialmente ricos em manose,
seja necessario para a modulacéo do canal por lectinas (MACHAIDZE e
MIKELADZE, 2001). Estudos prévios realizados por nosso grupo
mostraram que ConBr exerce um efeito antidepressivo no teste do nado
forcado (TNF), em doses que ndo alteram a atividade locomotora, esse
efeito antidepressivo no teste do nado forcado é dependente de sua
interacdo com os sistemas noradrenérgico, serotoninérgico e
dopaminérgico (BARAUNA et al, 2006). Contudo, estudos recentes de
nosso grupo também evidenciaram inibicdo do sistema glutamatérgico
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no mecanismo de acdo antidepressivo de ConBr, através das seguintes
observagOes (COSTA et al, 2010; dados ndo publicados):
e O pré-tratamento de camundongos com NMDA ou D-serina
(agonistas dos receptores glutamatérgicos NMDA) reverteu a acao
antidepressiva de ConBr no teste do nado forcado;
e A administracéo consecutiva de MK-801 (antagonista de receptor
NMDA) e ConBr, ambos em doses sub-efetivas, produziram
atividade antidepressiva;
e O pré-tratamento com L-arginina (precursor de NO via a enzima
NOS) ou Sildenafil (inibidor da PDE5) reverteu a acdo
antidepressiva de ConBr;
e A administracdo consecutiva de ODQ (inibidor da guanilato
ciclase soluvel) e ConBr, ambos em doses sub-efetivas, produziram
atividade antidepressiva;
e Nenhum dos tratamentos causou alteracdo na atividade
locomotora dos animais (medida através do teste do campo aberto).

Além disso, outros estudos recentes de nosso grupo mostraram
um efeito neuroprotetor de ConBr frente ao acido quinolinico, que foi
dependente de sua integridade estrutural bem como da sua capacidade
de ligacdo a residuos de oligossacarideos. Esses achados sugem que a
lectina ConBr é capaz de exercer uma acdo modulatéria sobre
receptores NMDA, inibindo sua atividade e dessa forma produzindo
neuroprotecdo (RUSSI et al., 2012). Dessa maneira, podemos sugerir
que os receptores NMDA poderiam ser um alvo potencial para a lectina
ConBr, provavelmente pela interacdo da lectina com os residuos de
manose/glicose presentes no NMDAR.

Os resultados do presente estudo demonstram que o glutamato
induz a diminuicdo da fosforilagdo da AKT e ConBr reverte este efeito,
sugerindo que ConBr exerce seu efeito neuroprotetor, possivelmente via
inibicdo do receptor NMDA. Uma hipétese sugerida é de que como
consequéncia da inibicdo dos receptores NMDA, pode ocorrer
diminuicdo do influxo de Ca*" e ativacdo da PI3K/AKT (Figura 13). A
ativacdo da PISK/AKT inicia uma cascata de eventos que regulam varias
fungdes celulares incluindo sobrevivéncia celular (protegendo contra a
apoptose) e pode modular proteinas importantes relacionadas a
neuroplasticidade (BRAZIL e HEMMINGS, 2001;. KIM et al., 2004;
CHOUDHARI et al., 2007; JING et al., 2012).
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Figura 13: Possivel mecanismo de acdo de ConBr envolvendo o sistema
glutamatérgico no efeito neuroprotetor observado in vitro. ConBr pode
exercer efeito neuroprotetor contra a neurotoxicidade induzida por glutamato in
vitro, possivelmente via inibicdo de receptores NMDA. Como consequéncia
ConBr reverte a queda de fosforilagdo de AKT, mas sem alterar 0 aumento de
fosforilacdo de ERK1 e p38™A™ depedentes da exposicéo ao glutamato.

A acdo de ConBr provavelmente depende das suas propriedades
estruturais ou da interacdo proteina-proteina entre a lectina e o seu alvo
(SANZ-APARICIO et al, 1997). No entanto, parece bastante evidente
que a interacdo da ConBr com o glicano na superficie da célula é um
passo fundamental, a fim de ancorar a lectina sobre seu alvo. O blogueio
do dominio de ligacdo de carboidratos (CRD) com manose neutraliza o
efeito neuroprotetor de ConBr. Os nossos resultados mostram que
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ConBr blogueada com manose ndo reverte a reducdo da viabilidade
celular causada pelo glutamato, demonstrando que a interacdo lectina-
receptor ocorre via interacdo com os residuos de manose. A exposi¢do
ao glutamato também causa diminuicdo da fosforilagdo de AKT
(proteina relacionada & sobrevivéncia celular), juntamente com aumento
da fosforilagdo de ERK1 e p38M*"¥ (Figura 14). Entretanto o bloqueio
de ConBr com manose somente reverteu a a¢do do glutamato sobre
AKT, mas néo sobre ERK1 e p38™4"K_ Isso indica que a interagdo de
ConBr com seu alvo via CRD somente pode modular a via PI3K/Akt
sem alterar a resposta sobre as MAPKSs.

ConBr Glutamato

Ca . ., .
Caz Ca? Cat*

e

Receptor NMDA

L R

Caz Cax

T Influxo de Ca%*
ERK-1

Excitotoxicidade

FIGURA 14: Bloqueio do dominio de ligacdo de carboidratos (CRD) com
manose neutraliza o efeito neuroprotetor de ConBr. ConBr in vitro foi
blogueada com manose e dessa forma o seu efeito neuroprotetor contra a
neurotoxicidade do glutamato, medido pelo teste do MTT, foi abolido,
possivelmente pelo impedimento de sua ancoragem sobre o receptor NMDA.
Dessa foma, na presenca de ConBr blogueada predominam os efeitos do
glutamato, relativos a estimulacdo do influxo de Ca®*, modulacdo das vias de
sinalizacdo e inducdo de morte celular.
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Tendo em vista que o blogueio de ConBr reverteu seu efeito
neuroprotetor bem como impediu a ativagdo de AKT frente ao
glutamato, avaliamos o papel da via PI3K/AKT na reversdo da queda de
viabilidade por ConBr. Dessa forma o inibidor de PI3K, LY294002,
blogueou a capacidade de ConBr reverter a queda na viabilidade celular
causada pelo glutamato, permitindo a ocorréncia de excitotoxicidade
glutamatérgica mesmo na presenca da lectina. Esse achado indica que a
acdo neuroprotetora de ConBr frente ao glutamato é dependente da via

PI3K/AKT (Figura 15).

. Ca? .
Ca? Ca? car

LY294002 e

Excitotoxicidade

Figura 15: Possivel mecanismo de excitotoxicidade glutamatérgica
utilizando um inibidor de PI3K observado no ensaio de viabilidade celular
MTT in vitro. ConBr 10 pg/mL ndo foi capaz de reverter a queda na
viabilidade celular causada pelo glutamato quando as fatias hipocampais foram
pré-tratadas com LY294002 (10 uM), um inibidor de PI3K, que por sua vez
impede a ativacdo de AKT, sugerindo que a protegdo da excitotoxicidade
glutamatérgica por ConBr é dependente da via PI3K/AKT.
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Em virtude do papel neuroprotetor in vitro de ConBr no ensaio de
viabilidade celular (MTT), resolvemos realizar um screening com outras
lectinas extraidas de plantas neste mesmo modelo, a fim de avaliar suas
supostas a¢Bes neuroprotetoras frente & neurotoxicidade glutamatérgica.
Assim, similar a ConBr (lectina com afinidade por manose/glicose), as
lectinas VGL, BBL e FTL (lectinas com afinidade por galactose)
protegeram contra a neurotoxicidade do glutamato. Por outro lado CGL
(lectina com afinidade por manose/glicose) ndo reverteu a queda na
viabilidade celular causada pelo glutamato.

A acdo neuroprotetora de lectinas tem sido pouco estudada,
entretanto, alguns estudos mostram que galectina-1, uma lectina
endogena presente no cérebro de mamiferos com afinidade por D-
galactose, pode exercer um efeito neuroprotetor, frente & toxicidade
glutamatérgica sobre neurdnios cerebelares, via alteracdo da expressdo
da subunidade NRla do receptor NMDA por um mecanismo
desconhecido, mas dependente do dominio de reconhecimento de
carboidratos (CRD) (LEKISHVILI et al., 2006). Nossos achados
colaboram no tema, pois sugerem a capacidade de lectinas modularem
os receptores NMDA. Isso nos permite postular que uma acéo
modulatéria de lectinas sobre a transmissdo glutamatérgica seja um
mecanismo passivel de ocorrer fisiologicamente, através da interacdo de
lectinas neurais (enddgenas) com residuos sacaridicos presentes nos
receptores.

Sabendo que ConBr (que apresentou acdo neuroprotetora) e CGL
(que ndo demonstrou a mesma capacidade) sdo lectinas com afinidade
por manose/glicose, ndo podemos inferir que o efeito neuroprotetor
ocorre somente em fungdo da interacdo com residuos de manose. Além
disso, lectinas com afinidade por galactose como a BBL, FTL e VGL
também apresentam efeito neuroprotetor neste modelo de
neurotoxicidade glutamatérgica in vitro. Nesse sentido, alguns autores
sugerem que alguns dos sitios dos receptores NMDA, preferencialmente
ricos em manose, sejam necessarios para a modulacdo do canal por
lectinas e outros sitios, provavelmente ricos em galactose, para as
propriedades de interacdo ligante/receptor (MACHAIDZE e
MIKELADZE, 2001).

Apbés a realizacdo do screening com as lectinas, foram
selecionadas duas lectinas: a VGL e a CGL, a fim de avaliar as vias de
sinalizacdo das MAPKs e AKT. Sendo que, a VGL apresentou efeito
neuroprotetor (“ConBr-like”) e a CGL ndo reverteu os efeitos
citotéxicos do glutamato in vitro.
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O glutamato induz apoptose em fatias de hipocampo e provoca
uma diminui¢do da viabilidade celular por um mecanismo dependente
da ativa lgao de receptores glutamatérgicos |onotrop|cos e atlvagao da via

p38MAPK (MOLZ et al. , 2008b). A proteina cinase p38™*" muitas vezes
esta relacionada ao estresse e morte celular (MIELK; HERDEGEN,
2000; COWAN; Storey, 2003). Portanto, nossos resultados concordam
com essa possibilidade, e indicam que o glutamato induz morte celular e
ativa p38™4"¥. Por outro lado, os resultados mostraram que a elevacéo
na fosforilacdo de p38™*" e ERK1 dependente de glutamato nio foi
revertida por ConBr, mas foi pela lectina VGL, embora ambas
desempenhem efeitos neuroprotetores. CGL ndo apresentou efeito
neuroprotetor contra a neurotoxicidade glutamatérgica e também néao
alterou nenhuma das vias de sinalizacéo incluindo ativagao de AKT e/ou
inibicdo da ativagdo de p38™*"™ ou ERK1. Estes dados em conjunto
sugerem que no modelo estudado a modulacdo de p38™*"* ou ERKI1,
diferente de PISK/AKT, ndo sejam cruciais para determinar a
neuroproteco pelas lectinas. Por fim, o glutamato ndo alterou a
fosforilacdo de ERK2 e JNK1/2/3 o que indica o ndo envolvimento
dessas vias na neurotoxicidade glutamatérgica no modelo utilizado.

A ativacdo de PI3K por fatores de crescimento iniciam uma
cascata de eventos que ativa AKT, via fosforilagcdo dos sitios Thr308 e
Ser473 (Choudhari et al., 2007; Jing et al., 2012). Recentemente, Molz
et al., 2011 mostraram que a guanosina protege as fatias hipocampais
por um mecanismo que envolve a via PI3K/Akt/GSK3B (Ser9),
prevenindo a neurotoxicidade induzida por glutamato. Além disso, esta
bem estabelecido que a excitotoxicidade glutamatérgica diminui a
ativacdo de PI3K/AKT e compostos neuroprotetores podem reverter este
efeito (Chuang et al., 2011; Dal-Cim, et al., 2011; Lee et al, 2012; Sun et
al., 2012). Nossos estudos com a ConBr, mostram que o glutamato
induz a diminuicdo da fosforilagdo de AKT e ConBr reverte este efeito,
da mesma maneira VGL também reverte o efeito do glutamato sobre a
fosforilacdo de AKT. Uma agédo ndo observada com CGL.

Confirmamos que ConBr exerce seu efeito neuroprotetor via
AKT, utilizando o inibidor de PI3K, LY294002, que na presenca deste,
a lectina ndo reverte a perda da viabilidade celular induzida por
glutamato. A partir desses resultados, seria interessante realizar
futuramente o experimento utilizando o inibidor LY294002 e a lectina
VGL, ja que ela também reverteu a queda na fosforilagdo de AKT
ocasionada pelo glutamato.

No presente estudo, n6s demonstramos que assim como a ConBr,
outras lectinas extraidas de plantas como a VGL, BBL e FTL previnem
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a diminuicdo da viabilidade celular. Estes achados refor¢cam que estas
lectinas apresentam efeito neuroprotetor contra a excitotoxicidade
glutamatérgica. Embora os mecanismos envolvidos nessa neuroprote¢do
nao estejam totalmente elucidados, no caso da ConBr parece envolver a
via de sinalizacdo PI3K/AKT. Adicionalmente, deve ser considerado
que os receptores NMDA sdo proteinas glicosiladas no dominio N-
terminal extracelular, sendo possivel sugerir que as lectinas exergam sua
atividade neuroprotetora bloqueando os receptores NMDA por um
processo dependente da interagdo lectina com as cadeias de
oligossacarideos. Entretanto, mais estudos serdo necessarios para
confirmar esta possibilidade.
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7. CONCLUSOES
Os resultados obtidos neste trabalho nos permitem concluir que:

. ConBr (lectina com afinidade por manose/glicose), VGL,
Frutalina (FTL) e BBL (lectina com afinidade por galactose) séo
capazes de reverter de forma significativa a excitotoxicidade
glutamatérgica in vitro, sugerindo um potencial neuroprotetor para essas
lectinas frente a neurotoxicidade do glutamato. Diferentemente, a lectina
CGL (com afinidade por manose/glicose) ndo reverteu de forma
significativa a excitotoxicidade glutamatérgica, ndao demonstrando
potencial neuroprotetor.

o As enzimas de sinalizagdo ERK2 e JNK1/2/3 parecem ndo estar
envolvidas na neurotoxicidade do glutamato sobre fatias hipocampais
expostas in vitro.

. Glutamato aumenta a fosforilacdo de ERK1, entretanto ConBr
ndo reverte este efeito, portanto a via de neuroprotecdo da ConBr,
parece ndao depender de ERK1.

. Glutamato aumenta significativamente a fosforilagdo de
p38MAPK esses dados corroboram dados anteriores nesse modelo
(MOLZ et al., 2008b) que indicam a ativacdo dessa via no modelo de
neurotoxicidade do glutamato. Contudo, ConBr néo reverte esse efeito,
indicando que a neuroprotecdo de ConBr ndo se relaciona com a
modulacéo de p38M*°X,

. Glutamato in vitro diminui de forma significativa a fosforilacdo
de AKT e ConBr 10 pg/mL reverte este efeito.

. ConBr exerce seu efeito neuroprotetor in vitro de maneira
depende da via PI3K/AKT, baseado na reversdo da neuroprotecdo de
ConBr pelo inibidor de PI3K, LY294002.

. A lectina VGL apresenta atividade neuroprotetora frente a
neurotoxicidade glutamatérgica in vitro, e reverte todos os efeitos
neuroquimicos provocados pelo glutamato como: aumento da
fosforilacdo de p38™*"* e ERK1, além da diminuicéo da fosforilagdo de
AKT.
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. A lectina CGL nédo reverte a neurotoxicidade do g\lutamato, nem
seus efeitos relativos ao aumento na fosforilagdo de p38™*** e ERK1.



89

8. PERSPECTIVAS

. Realizar o Western blot das fatias hipocampais tratadas com o
inibidor de PI3K (LY294002) e ConBr.

. Avaliar a atividade de PKA em resposta a exposi¢do & ConBr in
vitro.

. Utilizar inibidores especificos de MAPKs em fatias de
hipocampo, no ensaio de viabilidade MTT para verificar o envolvimento
da modulacéo dessas cascatas de sinalizacdo pelo glutamato, tendo em
vista a neurotoxicidade do glutamato e o aumento da fosforilacdo de
p38MAPK e ERK1 em fatias tratadas com glutamato 10mM.

o Caracterizar o possivel envolvimento de receptores AMPA na
resposta antidepressiva de ConBr.

. Caracterizar a agdo neuroprotetora de ConBr e VGL contra a
morte celular induzida por &cido quinolinico (necrética e/ou apoptotica)
no hipocampo.

. Determinar se VGL é capaz de proteger convulsdes em modelos
de convulsdo induzida por acido quinolinico.

. Determinar a modulacdo do estado de fosforilacdo das
subunidades dos receptores NMDA e AMPA por ConBr e VGL.

. Estudar em modelo in vivo o efeito neuroprotetor de VGL
administrada intracerebroventricular (i.c.v) frente a neurotoxicidade
glutamatérgica.
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